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Konzervace ejakulatu hirebcii pro vyuziti v umélé
inseminaci

Souhrn

V dnesni dob¢ je inseminace nejbéznéjsi metodou reprodukce koni. Vyuzivaji se
cerstvé, chlazené a mrazené inseminacni davky. Dostatecnd koncentrace motilnich a
neposkozenych spermii je pfedpokladem uspéchu. K dosazeni kvality davky potifebujeme
zdravého dobie Zivené¢ho hiebce, vybaveni, zkuSenost a spravnou piipravu.

Proces zacind odbérem ejakuldtu, jeho makroskopickym a mikroskopickym
zhodnocenim. Obvykle nasleduje centrifugace, ktera ma za cil odstranit semennou plasmu.
Centrifugaci nepotifebujeme provadét, pokud byla odebrana pouze na spermie bohata frakce.
Ke spermiim je pfiddno fedidlo, které chrani membranu pii chlazeni/mraZeni a dalSich
manipulacich a ma funkci vyzivy. Redidla se v zasadé déli na mlééna a Zloutkova. Zakladem
mlécného je odtuénéné susené mléko a glukoza. U Zloutkového vajecny zloutek s pridavkem
glycinu. K fedidlim se pfidavaji pufr, antibiotika a cukry.

Pro mrazeni se vyuziva kryoprotektivnich vlastnosti té€chto latek. Nejrozsitené;si latkou
je glycerol. Zprvu byl pouzivany u skotu. Reakce hiebCich spermii je rGzna. Vyraznou
nevyhodou je toxicita. Pouziva se v koncentraci okolo 2.5% v zavislosti na fedidle. Vaje¢ny
zloutek byl zprvu zkouSen na bycich posléze hiebCich spermiich. Jde o neinvazivni
kryoprotektivum, kde obsah LDL a fosfolipidii pfispiva k ochrané integrity plasmatické
membrany béhem fize mraZeni a tani. Zloutek lze nahradit LDL. Glutamin je vyuZitelny u
dobte mrazitelnych hiebctl, kde v nizkych davkach snizuje toxicitu glycerolu a po rozmraZeni
zlepSuje progresivni motilitu. Med je bohatym zdrojem sacharidl, vitamind skupiny B a
mineralt. Ve smési s vaje¢nym fedidlem prokazateln€ pozitivné ptisobil na motilitu. Obsazena
fruktéza a glukéza pusobi jako nepenetrujici extracelularni kryoprotektant udrzujici
osmotickou rovnovahu. Kryoprotektiva umoziuji spermiim projit mrazenim v parach tekutého
dusiku, a posléze do n€¢ho byt v pejetdch o objemu 0.5 ml ulozeny, a preckat teplotu -196°C.
MraZeny mohou byt 1 epididymalni spermie, které se odebiraji po eutanazii nebo necekaném
uhynu hifebce zocasu nadvarlete a chdmovodu. Touto cestou je mozné vyrobit cca 20

inseminacnich davek. Spermie je vhodné inseminovat hysteroskopicky do délozniho rohu nebo



je pouzit na metodu ICSI. Mrazené davky jsou néstrojem pro uchovani genli plemen
malopocetnych, cennych ¢i zafazenych do genovych zdroja.

Ejakulat je pomalu chlazen a plnén do stfikacek. Chlazené davky jsou baleny do
prepravnich kontejnerti s chladici vlozkou, které udrzi teplotu az 48 hodin. Po té se expeduji.
Inseminace standardné probiha do 24 hodin po odbéru. Koncentrace spermii se bézné pohybuje
okolo 300x108/ml.

Pti odbéru je dulezité zachéazet s ejakulatem citlivé, odebirat do prfedehiatych nastroju,
dbat na hygienu, zamezit kontaminaci a zbyte¢né neriskovat chladovy Sok spermii. Pti vlastnim
aktu inseminace je opét nutné dbat na spravnou teplotu. Cely proces skyta hodné prostoru pro

chyby, snazme se jim aktivné vyvarovat.

Klic¢ova slova: hiebec, ejakulat, fedidlo, uméla inseminace, kryokonzervace



Preservation of stallion ejaculate for use in artificial
Insemination

Summary

These days, artificial insemination is commonly used method in horse reproduction.
Fresh, cooled and frozen insemination doses are used. The assumption is that satisfactory
concentration of motile unharmed spermatozoa will provide us success. To achieve this goal,
we need healthy and well fed stallion, proper equipment, experiences and to be well prepared.

Everything starts with ejaculate collection and its macroscopic and microscopic
evaluation. When everything is all right, it’s followed by centrifugation. The purpose of
centrifugation is to remove seminal plasma, which is unwanted for further semen preservation.
We do not need to centrifugate, when we choose to collect only gel-free fraction. Spermatozoa
is mixed with dilutant. Its purpose is to protect the spermatic membrane in proces of
cooling/freezing and further manipulation. The dilutant has nourishing function too because we
have removed seminal plasma. Dilutants can be divided into two main groups: egg-based and
milk-based. The milk-based is mixture of non-fat dried milk and glucose. The egg-based
combines egg-yolk and glycine. We add buffer, antibiotics and sugar in to dilutants.

We use cryopreservative properties of these substances. Glycerol is commonly
used substance widely used in cattle. Reaction of equine spermatozoa differs. Its toxicity is the
biggest disadvatage. The used concentration is dependant on dilutant and is about 2.5%. The
egg yolk was firstly used in cattle then in equine spermatozoa. It is noninvasive cryopreserving
agent. Content of LDL and phospholipids contributes to protection of plasmatic membrane
integrity during freezing and thawing phase. The egg-yolk can be completely replaced by LDL.
Glutamine is useable in good freezing stallions. In low dose use, it reduces the glycerol toxicity
and improves progresive motility after thaw. Honey is good source of sugars, B vitamins and
minerals. It clearly positively acts to progresive motility in a mixture of honey and egg-yolk.
The content of glucose and fructose act as non-penetrative extracellular cryopreserving agent.
It keeps osmotic balance. Cryopreservatives allows the sperm cells to be freezed in fumes of
liquid nitrogen and then to be frozen in straws below -196°C. Epididymal spermatozoa can be
frozen too. These are taken after euthanasia or unexpected death from the tail of epididymis and
vas deferens. We can prepare up to 20 insemination doses. Spermatozoa can be used in ICSI or



inseminated to uterine horn hysteroscopicaly. Frozen doses are tool of protection to rare,
valuable or gene source breeds.

After dilution, ejaculate is slowly cooled and filled into 5 ml siringe. Cooled ejaculate
(4-6°C) is packed into transport container which can hold the temperature up to 48 hours. A
mare is inseminated in 24 hours after collection. The spermatozoa concentration is about
300x10%/ml.

It is important to treat the ejaculate gently, use and collect into pre-warmed vessel and
equipment, keep hygiene, prevent contamination and do not risk cold shock. Keep right
temperature in the actual process of insemination. In the proces, there is a lot of room to make
mistakes. Try to actively avoid them.

Keywords: stallion, ejaculate, extender, artificial insemination, cryopreservation
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1 Uvod

Nejrozsitenéj$§imi metodami reprodukce pouzivané u koni, jsou pfirozena plemenitba a
uméla inseminace. U nékterych plemen neni uméld inseminace moznd na zaklad¢ zakazu ze
strany plemenné knihy (anglicky plnokrevnik). Umél4 inseminace zahrnuje vyuziti ¢erstvého,
chlazeného a mrazeného semene. V dnesni dobé je uméld inseminace masivné vyuzivana
hlavné z divodt ekonomickych, dale z divodu minimalizace nakazeni pohlavné prenosnymi
chorobami, eliminace zranéni jak hiebce, tak klisny, intenzivnéjSiho vyuziti hiebce béhem
sezony a v neposledni fad¢ odpadaji starosti ohledné transportu koni.

Zatazeni hiebce do umélé inseminace ma predevsim zdravotni vyhody. Ejakulat je
kontrolovan a tak odhaleni nahlého reprodukéniho problému je velice rychlé a vhodna opatieni
mohou byt provedena okamzit¢. Uméla inseminace je prostiedkem, diky kterému je mozné
vyuzit staré hiebce, kteti by nebyli schopni poustét v potfebné intenzité. Umoziuje mrazit
davky od hiebct intenzivné sportovné vyuzivanych, ktefi by jinak nebyli v sezéné k dispozici
vibec nebo jen omezeng. Inseminacéni davky je mozné jednoduse celosvEétove transportovat a
vyuzit tak geny, které by jinak nebyly Siroce dostupné.

V soucasnosti se stale hledaji zpisoby jak efektivné uchovavat geneticky material bez
zbytecnych ztrat. Jsou zndma mezidruhova specifika a tak nelze fedidla neomezené pouzivat.
Hieb¢i spermie jsou velice citlivé a kazdy hiebec je individudlni, a tak neni dokonce ani
vnitrodruhové mozné fedidla pouzivat bez omezeni. Divody proc¢ tomu tak je, stale nejsou zcela
objasnény. Nejpalcivéjsi je problém u mrazenych davek, kdy je skupina hiebcil, u kterych
Vv soucasné dob¢ nejsme schopni dosahnout uspokojivych kvalitativnich parametra ejakulatu,

jinymi slovy jsou nemrazitelni

2 Cil prace

Cilem préace je sestavit aktualni literarni ptehled o zptisobu konzervace ejakulatu hiebct

pro vyuziti v umélé inseminaci.
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3 Literarni reSerse

3.1 Historie umélé inseminace

Prvni dualezité studie o umélé inseminaci na savcich byly provadény na konovitych.
Koncem 19. stoleti se prvni programy umélé inseminace zaméfily pfimo na koné. V této dobé
se nejvice systematického vyzkumu odehrévalo v Rusku. Po prvni svétové valce se pozornost
presunula na hovézi dobytek a ovce. Byla to doba vyvoje umélych vagin a fantomt, odd€lovani
jednotlivych frakci a schopnosti oplodnit vice klisen najednou. Na konci 30. let 20. stoleti byly
vyvinuty techniky chlazeni semene, které se vyuzivaji dodnes. Po druhé svétové valce pokleslo
mnozstvi inseminovanych klisen, ale snovou roli koné jako sportovniho partnera se opét
probudil zajem o umélou inseminaci. Na rozdil od hovéziho dobytka, mrazeni kotiského semene
nedosdhlo takového uspéchu. Neddvné pokroky v konské inseminaci zahrnuji sexovani
spermii, nitrodélozni inseminaci nizkou dévkou a itracytoplasmatickou injektdz spermii.

Roku 1678 byl nizozemsky ptirodovédec Antonie van Leeuwenhoek prvnim ¢lovékem,
ktery spatiil spermie, avSak je pokladal za jiz kompletni pfedchiidce zivych bytosti. DalSim
prikopnikem byl némecky inzenyr Stephan Jacobi, ktery nejprve odebral jikry a mlici, aby je
pak sam uméle smichal a tim oplodnil. Praci publikoval roku 1725. Jeho vyzkumy byly
dalezitym krokem k moderni akvakulture. O 50 let pozd¢ji jsou zaznamenany prvni Gspésné
odbéry semene u savcul. Italsky knéz a védec Lazarro Spallanzani inseminoval fenu a odchoval
tf1 Sténata. Po tomto Uspéchu bylo uskutecnéno jesté nékolik dalsich umélych inseminaci psi.
Metoda neztstala bez povSimnuti humannich 1ékarti, a tak prvni pokusy na lidech byly
provedeny v 19. stoleti. Zakrok byl roku 1897 zakazan papezem Levem XIII. Roku 1888
francouzsky veterinat Repiquet navrhl Spolecnosti Veterinarnich 1ékait metodu umélé
inseminace jako vyborny prostfedek pro prekonani sniZzené plodnosti u n€kterych klisen a krav,
k produkci mul, a také prostfedku, diky némuz mize byt hiebec v chovu intenzivnéji vyuzit.
Sperma bylo pfenaSeno do délohy pomoci stiikacky nebo Zelatinovych kapsli. V této dobé¢
(1903) Sand v Copenhagenu odebiral sperma do kondom vyrobenych z prasec¢ich méchyit a
ziskal Ctyfi hiibata z osmi klisen. Dalsi Gspésné inseminace byly provedeny v Rakousko-
Uherském Chorvatsku, Mad’arsku, Ruském Polsku a Japonsku. V 80. letech 20. stoleti byl
zaznamenan dramaticky rozmach vyuziti umélé inseminace. Pro pfedstavu vyuZziti umélé
inseminace u némeckych teplokrevnych plemen: vroce 1985 bylo 98% klisen zapusténo
ptirozeng, 1995 jiz 50% umele a v roce 2004 jiz vice nez 80%. Dnes se blizime k ¢islu 90%

uméle inseminovanych klisen (Aurich, 2012).
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3.2 Anatomie a fyziologie pohlavni soustavy hiebci

3.2.1 Varle

Varle je parova samci pohlavni zlaza tuhoelastické konzistence vej¢itého, ze strany
mirné zplostélého tvaru (Obrazek 3.1). Je velmi citliva na tlak. Tvofi spermie a pohlavni
hormon testosteron. Hieb¢i varlata jsou dlouha 10 — 12 cm a vazi 400 — 600 g (Marvan, 2011).
Jejich velikost roste alometricky zaroven s celkovym rastem téla do doby, neZ je rist kompletné
dokoncen a to vétSinou okolo 5. roku veéku (Morel, 2008). Vétsina povrchu varlete je volna,
pouze k jednomu okraji se podélné piiklada nadvarle, rozsifené na jednom konci v hlavu, na
druhém v ocas nadvarlete. Varlata jsou uloZena v Sourku (Marvan, 2011).

Varlata plni gametogenni a endokrinni funkci. Jsou zavéSena vné téla hiebce, aby byla
udrZena teplota zhruba o 3°C niz$i, nez je teplota téla (tzn. 35-36°C vn¢, 39°C uvnitf téla).
Produkce spermii je vétsi pii této nizsi teploté. Pfi onemocnéni zvysujici teplotu Sourku,
nadvarlete nebo varlete dochazi k vyraznému poklesu spermatogeneze. Stav testikularni
disfunkce je ptechodny a je plné zavisly na dobé zvyseni teploty (Morel, 2008). Pod kizi je
podkozni svalova vrstva, kterd ve stfedni roviné tvoii prepazku, rozdélujici Sourkovou dutinu
na dvé poloviny. Je sloZena z hladkosvalovych bunék a elastickych vlaken a citlivé reaguje na
zmény teploty prostfedi. V chladném prostiedi se podkozni svalova vrstva smrst'uje, svrastuje
kiazi Sourku, tim zmenSuje jeho plochu. Teplém prostiedi ochabuje, ¢imz se ochlazovaci plocha
Sourku zvétsuje. Pod touto vrstvou je ulozen pfi¢né pruhovany sval - zveda¢ varlete (musculus
cremaster). Jako plochy svalovy pruh se odstépuje od vnitiniho Sikmého bfiSniho svalu a
v¢jitovité se vytraci v Sourkové sténé. Pfi svém smrSténi zvedd varle a nadvarle dorzalné
(Marvan, 2011). Tyto struktury jsou schopny pfitahnout varlata k t€lu a regulovat jejich teplotu
pomoci potnich zlaz varlete a arteriovendzni vymeény tepla s Zilni pleteni - pampiniform plexus
(Morel, 2008). Krev do varlat ptivadéji varletni tepny. Soub&zné s nimi probihaji varletni Zily.
Jak tepny, tak zily jsou uzavieny do semenného provazce. V kratké vzdalenosti nad varlaty se
varletni zily meandrovité staceji (plexus pampiniformis) a ptikladaji se tésné na klicky
varletnich tepen. Toto tésné sbliZzeni a délka (vznikla meandrovitym sto¢enim) umoziuje, zZe
arterialni krev pfitékajici do varlat je ochlazovana zilnou krvi, které odtéka z varlat. Tepny a
zily se rovnéz tésné prikladdaji k povrchu varlat a tim dochdzi rovnéz k jejich ochlazovani
(Morel, 2008).

Tteti vrstvu Sourkové stény tvoii silnd vazivova blana - vnitini povazka varlete, k niz
zevnitt prirtistd tenké serdzni blanka, tzv. nasténny list poSevniho obalu. Povéazka i poSevni obal

vznikly pii vyvoji Sourku vychlipenim pii¢né biiSni povazky nésténné pobftisnice tiiselnym
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kanélem do Sourkové dutiny. Na medialni strané Sourku pfechazi nasténny list posevniho obalu
ze stény Sourku na varle, nadvarle a semenny provazec, které pak pokryva jako utrobni list.
V misté¢ prechodu obou listi je tedy varle snadvarletem pfipojeno k Sourkové sténé
duplikaturou ser6zy, ozna¢ovanou jako okruzi varlete. Nasténny a utrobni list poSevniho obalu
jsou k sob¢ piilozeny jen voln¢ a uzaviraji mezi sebou kapilarni $térbinu, vyplnénou malym
mnozstvim serdzni tekutiny. Tato Stérbina se nazyva poSevni dutina a posevnim kandlem
komunikuje s pobfisnicovou dutinou.

Varle s nadvarletem se embryonalné zakladaji na stropu bii$ni dutiny a az druhotné
sestupuji do Sourku. K dokonceni sestupu varlat u kon¢ dochazi béhem 1. tydne po porodu. Pti
sestupu varlat se uplatituje vazivovy pruh, tzv. kormidlo varlat. Ristem téla a zkracovanim
kormidla je varle s nadvarletem postupné stahovano do Sourku, pticemz pied sebou vytlacuje
utrobni pobiisnici. Ta se po sestupu piemeni v utrobni list posSevniho obalu a v okruzi varlete.
Nesestoupi-li varlata do Sourku a ob¢ zlistanou v bii$ni dutin€ nebo tiiselném kanalu, hovoiime
o oboustranném bfiSnim nebo tfiselném kryptorchismu, ktery ma za nasledek trvalou
neplodnost samce. V piitomnosti jednostranného kryptorchismu je plodnost sice zachovana, ale
vzhledem k dédi¢nosti této vady jsou postizeni samci vyfazovani z chovu (Marvan, 2011).

Hiebci se pak nazyvaji jiréaci neboli $pic¢aci (Reece, 2011).

vas deferens

pampiniform plexus

body of epididymis

rete testis
2 tail of epididymis
s head of epididymis
e

seminiferous tubules

tunica albuginea

scrotum

Obrazek 3.1; Schématicky vertikalni ez varletem (Morel, 2008).

3.2.2 Mikroskopicka stavba varlete

Povrch varlete je hladky, kryty tenkou serdzni blankou, ktera piedstavuje utrobni list poSevniho
obalu (tunica vaginalis). Pod ni se nachazi bélavy obal (tunica albuginea). Bélavy obal je silna

vrstva hustého kolagenniho vaziva s bohaté rozvétvenymi krevnimi cévami, které prosvitaji
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ptfes tenkou serdézu a svym zvinénym pribéhem vytvaieji na varleti typickou kresbu. Od
bélavého obalu vybihaji dovniti varlete slabsi vazivové piepazky (septula testis), které se ve
sttedu varlete spojuji v ploché stiedové vazivo varlete — mediastinum. Vazivovymi pfepazkami
je kiehky zlutohnédy parenchym varlete rozdélen na 100-300 lalacka (lobuli testis). Maji
zhruba jehlanovity tvar a jsou svou Sirokou bazi obraceny k bélavému obalu a tupym vrcholem
k mediastinu. Parenchym lalickti ma jemné zrnitou strukturu a sklada se z 2-4 stocenych
semenotvornych kanalkti. Tyto kanalky zacinaji slepé pii okraji lalticku a maji siln€ zvinény
prabeh. Pii vrcholu se vSechny sto¢ené semenotvorné kanalky lalticku spojuji v kratky a zky
pfimy kanalek, jimz zacinaji vyvodné cesty varlete. Délka jednoho stoc¢ené¢ho semenotvorného
kanalku po rozvinuti vech kli¢ek je v priméru 50-80 cm, takze celkové délka v obou varlatech
dosahuje od 600 do 1 000 m. U pohlavné dospélého samce jsou sto¢ené semenotvorné kanalky
Siroké 100-300 um a vystyla je zarodecny epitel. Ten nasedd na bazalni membranu, obklopenou
zevné tenkym obalem z vazivovych vlaken a zplostélych vazivovych bunék. Zarodecny epitel
je vysoky vicevrstevny epitel a sklada se ze dvou zakladnich typt bun€k (Obrazek 3.2),
podpiirnych a spermatogennich (Marvan, 2011).

Sertolliho buniky lemuji semenotvorné kanalky a ptisobi jako podpiirné bunky — vyZzivuji
a pomahaji spermatidam pii metamorféze ve zralé spermie v lumen kanalkti. Déle maji
fagocytickou funkci - likviduji rozpadajici se zarode¢né buiky a secernuji luminalni tekutinu a
proteiny. Tésnym spojenim vytvareji krevni bariéru varlete, kterd poskytuje ochranu tvoficim
se spermiim pfed imunologickym odvrhnutim, a déle zprostfedkovavaji komunikaci mezi
buiikami. Pocet Sertolliho buné¢k je béhem sezony zna¢né proménlivy, znateln€ vyssi je béhem
piipoustéci sezony, kdy se aktivné podileji na produkei spermii, na kterou maji dominantni vliv.
Zvyseni poctu Sertolliho bunék je doprovazeno odpovidajicim prodlouZenim semenotvornych
kanalk (Morel, 2008). Podpurné buniky jsou v parenchymu rozlozeny jednotlivé
Vv nepravidelnych odstupech. Jsou to vysoké §tihlé buiiky, které svou rozsitenou zékladnou
dosedaji na bazalni membranu apikdlnim polem a dosahuji lumenu kanalku. Vyznacuji se
jadrem ovoidniho tvaru sjemné rozptylenym chromatinem a zfetelnym jadérkem. Té&lo
podplrnych bun€k vybiha v ¢etné dlouhé a vétvici se vyb&zky, ohranicujici dutinky, v nichz
jsou uloZeny spermatogenni buiiky (Marvan, 2011).

Interesticialni bunky (Leydigovy) jsou v menSich nebo vétSich shlucich roztrouseny
v intersticiu. Jsou to 15 — 20 um velké bunky polyedrického tvaru, které obsahuji v cytoplazmé
inkluze lipid a krystalky bilkovinné povahy. Probiha v nich syntéza samc¢iho pohlavniho
hormonu testosteronu. Ve svém souhrnu piedstavuji diseminovanou zldzu s vnitini sekreci. U

mladych, pohlavné nedosp€lych samcti jsou varlata celkoveé mensi, jejich stocené semenotvorné
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kanalky jsou uzké, bez lumenu a vystlané zpocatku jen jednou vrstvou malo diferencovanych
bun¢k. Uz v prepubertalnim obdobi se kanalky za¢nou rozsifovat, objevuje se v nich lumen a
nastupuje vyrazna diferenciace jejich bun€k na podpirné a spermatogenni. Soucasné s tim
dochazi 1 ke zménam ve vazivu mezi kandlky, v némz se diferencuji intersticidlni buiiky

s endokrinni sekreci (Marvan, 2011).

blood vessel inter Sertol coll

Obrazek 3.2; Rez varletem — schématicky detail (Morel, 2008).

3.2.3 Spermatogeneze

V procesu spermatogeneze se vyskytuji dva typy déleni, a to mitdza (d€leni bunék, pii
kterém kazda nova buiika ztistava diploidni, neboli mé 2n pocet chromozdémil) a meidza (délent,
kdy kazda nova bunika ma polovi¢ni — haploidni neboli n pocet chromozomil), takze zrala
spermie ma poloviéni pocet chromozomut (Reece, 2011). Spermatogenni buiky jsou
v zarode¢ném epitelu zastoupeny nejpocetnéji a piedstavuji ve skuteCnosti rtiznd vyvojova
stadia spermii. Prvni generaci spermii jsou spermatogonie, ulozené v kanalku pii bazalni
membran€. Jsou to bunky sférického tvaru s kulovitym jadrem, bohatym na chromatin.

Vyznacuji se vysokou mitotickou aktivitou a jejich vrstva tvofi tzv. pasmo mitozy (Marvan,
2011).
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Reece (2011) uvadi, ze pfi mitotickém déleni vznikne ze spermatogonie jedna stejna
buika, kterd zlistava uloZena na ptivodnim misté a druhd, kterd se nazyva spermatogonie typu
A. Ta pak migruje ptes Sertolliho bunécnou bariéru do vrstvy bunck blizko dutiny kanalku
(adluminalni kompartment). Spermatogonie typu A prodé€lavaji mitotické déleni, které n¢kdy
zahrnuje nékolik generaci bunék. Vznika tak velké mnozstvi spermatogonii typu B. Tyto bunky
se naposledy mitoticky déli a vysledkem je tvorba primarnich spermatocytti s dvojnasobnym
poftem chromozomu. Primarni spermatocyty se dale meioticky déli a vznikaji z nich
sekundarni spermatocyty, ze kterych po druhém meiotickém déleni vznikaji spermatidy (1n).
Spermatidy dozravaji v oblasti blizko lumen kanalku.

Spermatidy se pozd¢ji zanofuji do prohlubni a zadhyba cytoplazmatické membrany
podpirnych bunck, kde prodélavaji slozity proces metamorfézy v bicikaté spermie.
Morfologicky hotové spermie jako posledni, ¢tvrtd generace spermatogennich bunék, se
Z podpurnych bun¢k nakonec uvolnuji, prechdzeji do lumenu kanalku a jim do vyvodnych cest.
Tato vrstva zarodecného epitelu tvoiend spermatidami a spermiemi se proto nazyva pasmo
metamorfozy (Marvan, 2011).

Spermatogenni cykly neprobihaji v celém kanalku synchronng, ale nastupuji postupné
a vlnovité se $ifi po délce kanalku (Marvan, 2011). Reece (2011) uvadi, ze u byka je délka
tvorby spermie v jednom kompartmentu 64 dny.

3.2.4 Endokrinni aktivita varlat, fotoperioda a Fizeni spermatogeneze

Reprodukce hiebct je fizena na ose hypotalamus-hypofyza-gonady (Obrazek 3.3). Tato
osa je ovliviilovana stimuly z prostfedi ve form¢ délky dne a teploty. Na tyto zmény reaguje
SiSinka sekreci melatoninu (Morel, 2008). U hiebct zkraceni fotoperiody zapficinuje pokles
intenzity testikularnich funkci. Vyznam ovliviiovani pohlavnich funkci fotoperiodou spociva
vV koordinaci narozeni mlad’at do pfijatelnych povétrnostnich podminek (Reece, 2011).

Ptipoustéci sezona miize byt manipulaci s fotoperiodou i mnozstvim melatoninu pfizptisobena
(Morel, 2008).
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Obrazek 3.3; Puvod hormonii ridicich hiebci reprodukcéni organy (Morel, 2008).

U samcl ve varlatech vznikaji pohlavni hormony — androgeny, které po dobu pohlavniho
dospivani ovliviuji rast zvifat a v dospélosti udrzuji pohlavni aktivitu (Marvan, 2011).
Produkce spermii je na rozdil od produkce vaji¢ek kontinualnim procesem, ktery neni fizen
cyklickymi hormonélnimi zménami. Reprodukéni aktivita hiebce zacind v puberté a trva po
zbytek Zivota, ackoli jsou nazory, Ze kvalita spermatu po 20. roce v€ku klesa. Staii hiebce, ve
kterém nastupuje puberta nelze presné stanovit, protoze existuji velké odliSnosti mezi
jednotlivymi jedinci a plemeny. Rizni védci uréovali pohlavni dospé€lost zejména podle
histologickych zmén na varlatech — dle pozorovani Leydigovych bunék. Dospéli k hodnotam
mezi 1-2.2 roky zivota. Nicmén¢ dalsi prace uvadéji, Ze Gplna reprodukéni zralost je dosazena
az ve véku 5 let. Zahrnuty byly hodnoty hmotnosti varlat, denni produkce spermii, koncentrace
testosteronu a v neposledni fadé¢ mnozstvi a objem Leydigovych a Sertoliho bun¢k. Hiebci ve
véku 3 let obvykle dosahli puberty a mohou byt vyuziti v plemenitbé, nicméné jejich produkce
spermii je omezena. Teprve od 5. roku jsou schopni plné pokryt potiebu klisen (Morel, 2008).

Leydigovy a Sertoliho buiiky jsou zodpovédné za produkci hormona ve varlatech.
Produkce testosteronu Leydigovymi buiikami je fizena hypofyzarnim gonadotropinem znamym
jako luteinizaéni hormon (LH). Nizka hladina testosteronu vyvolava veétsi sekreci LH
v adenohypofyze. Zvyseni sekrece LH stimuluje Leydigovy bunky ve varlatech k sekreci

testosteronu (Obréazek 3.4). ZvySena hladina testosteronu zase inhibuje dal$i sekreci LH a
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hladina testosteronu je tak stabilizovana. Nasledny pokles testosteronu opét stimuluje LH
sekreci a cyklus se opakuje. Tento proces je znam jako negativni zpétna vazba (Reece, 2011).
Testosteron se v malém mnozstvi tvofi 1 v kiife nadledvin (Marvan, 2011). Testosteron musi
difundovat z intersticialni tkan¢ do semenotvornych kanalkt, aby mohl spravné ovliviiovat
spermatogenezi. Ukazuje se, Ze testosteron udrzuje spermatogenezi v semenotvornych
kanalcich podporou meiotického déleni (Reece, 2011). Ve varlatech vznika i malé mnozstvi
estrogenti secernovanych Seroliho bunkami v semenotvornych kanalcich varlete (Marvan,
2011).

Dalsi hypofyzarni gonadotropni hormon je tzv. folikulostimula¢ni hormon (FSH)
z predniho laloku hypofyzy, ktery stimuluje produkci proteinu vazajiciho androgeny (ABP)
Vv Sertoliho bunikach. Tento protein je secernovan do lumen semenotvorného kandlku a vaze
testosteron a dalSi androgeny. Stabilizuje tak jejich koncentrace a zajist'uje jejich pfimérené
mnozstvi pro spermatogenezi (Reece, 2011).

Sertoliho bunky jsou rovnéz zdrojem hormonii nazyvanych inhibin a aktivin, které
kontroluji sam¢i reprodukci (Morel, 2008). Ovliviiuji sekreci FSH piednim lalokem hypofyzy
(Reece, 2011). Inhibin ptsobi jako negativni a activin jako pozitivni zpétna vazba. Piesna
funkce inhibinu a aktivinu u koni je stale nejasna (Morel, 2008). LH je pro spermatogenezi
vyzadovan nepfretrzité¢. FSH vSak neni pro udrzeni spermatogeneze — jestlize jiz jednou zacala
— nutny. Zacatek spermatogeneze v puberté nebo po fyziologickém ¢i patologickém pteruseni
FSH vyzaduje (Reece, 2011).

K dal§im funkcim testosteronu patii vznik a udrzeni libida, sekrecni aktivity ptidatnych
pohlavnich znakti — typicky sam¢i tvary téla a chovani. K t€émto znakiim pocitame zvySeny rist
kosti (vétsi hmotnost kosti), mohutngj$i osvalenti, silnéjsi kizi. Testosteron fidi béhem fetalniho
vyvoje sestup varlat. Pfitomnost testosteronu determinuje vyvoj penisu a Sourku. Pfi normalni
sam¢i hormondlni stimulaci ziskavaji Wolfovy kandlky tubuldrni tvar a zakladaji samci

pohlavni systém (Reece, 2011).
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Obrazek 3.4; Koncentrace testosteronu v pritbehu roku v krevni plasmé dospélych hiebcii
(Morel, 2008).

3.2.5 Nadvarle

Nadvarle shromazd'uje a uklada do zasoby spermie. Tvofi jej odvodné kanalky z varlete,
které vyustuji do vyvodu nadvarlete (Reece, 2011). Je to organ kyjovitého tvaru, na kterém
rozliSujeme tfi Casti: hlavu, t€lo a ocas (Marvan, 2011). Do hlavy nadvarlete se dostavaji
spermie a varletni tekutina vyvodnymi kanalky z varletni sité. Spermie jsou dopravovany do
nadvarlete proudem tekutiny ze semenotvornych kanalkt. V nadvarleti spermie dozravaji a
ziskavaji schopnost pohybu (Reece, 2011). Je dulezité, aby spermie v nadvarleti stravily dobu
(az 7 dni) pottebnou k dozrani, jinak nebudou schopny kapacitace v sami¢im pohlavnim ustroji
(Morel, 2008). V hlavé nadvarlete dochazi k zna¢né resorpci tekutiny ze semenotvornych
kanalkt (Reece, 2011). Hlava nadvarlete je rozsifena a pevné piipojena k hlavovému konci
varlete, ktery Siroce piekryva. Sklada se z 15 — 20 laliacku, sloZzenych z klicek odvodnych
kanalka varlete (Marvan, 2011).

Télo nadvarlete navazuje plynule na hlavu a mé tvar zkého protdhlého oblouku, volné
pfipojeného k varleti. Pfed dosazenim ocasniho konce varlete se télo nadvarlete zietelné
rozSifuje a prechazi v ocas nadvarlete. Podstatou téla a ocasu je vyvod nadvarlete, silné
zprohybany v Cetné meandrovité klicky, navzajem spojené fidkym vazivem. Vyvod nadvarlete
neni v celé své délce stejné Siroky, ale smérem k chamovodu pozvolna zesiluje. Slouzi jako

docasny rezervoar, v némz se spermie shromazd’uji az do ejakulace (Marvan, 2011). Sténa
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vyvodu nadvarlete je slozena z epitelu a z vrstvy fidkého vaziva s hladkosvalovymi buiikami.
Apikalni pdl vétsiny bunék je opatfen dlouhymi a rozvétvenymi mikroklky, pomoci nichz jsou
resorbovany latky vzniklé hlavné rozpadem neejakulovanych spermii (Marvan, 2011). Kromé
toho do lumenu vyvodu vymésuji tyto buniky sekret, obsahujici latky pro vyzivu spermii. Sekret
je mirné kyselé povahy, blokuje motilitu spermii a zabraiiuje tak vycerpani jejich nepatrné
energetické zasoby. Ke snizeni latkového metabolismu na minimum pfispiva dale i nizsi teplota
aniz$i hladina kysliku a vyssi hladina oxidu uhli¢itého. To vSe jsou dalezité faktory, umoznujici
spermiim zachovat si ve vyvodu nadvarlete zivotnost a oplozovaci schopnost po dobu 2 - 3

tydni (Marvan, 2011).

3.2.6 Chamovod

Chamovod je pokracovanim vyvodného systému z ocasu nadvarlete do péanevniho
useku mocové trubice. Jakmile chdmovod opusti nadvarle a smétuje do dutiny bfisni, je spolu
s varletni tepnou, zilou, nervem, lymfatickymi cévami a svalem vnitinim zdvihadem varlete
obalen Utrobnim listem poSevniho obalu. Tento cely utvar se nazyva semenny provazec.
Utrobni list posevniho obalu obklopuje rovnéZ varlata a epididymis. Po prichodu semenného
provazce vnitinim a vnéj$im prstencem tfiselného kanalu se od né¢ho odd¢€li chamovod a vstoupi
do panevni ¢asti uretry (Reece, 2011). U piezvykavct a koné se chamovod v panevnim tseku
roz§ifuje ve vietenovitou ampulu chamovodu (Marvan, 2011). Sekrece z ampule obsahuje

rrrrrr

Sekrety odchazi v prvni frakci (Morel, 2008).

3.2.7 Pridatné pohlavni Zlazy

Sekrety ptidatnych pohlavnich 714z jsou dileZitou slozkou vlastniho semene. Jsou
vyméSovany do mocové trubice a tvoii pfirozeni fedidlo spermii. Obsahuji latky upravujici
spermiim prostiedi pro jejich zdarny prichod mocovou trubici, sami¢im pohlavnim Ustrojim a
také latky zajistujici jejich vyzivu. Semeno je sloZzeno ze spermii, sekretti piidatnych
pohlavnich Zlaz, vymésku Zlazovych buné€k nadvarlete a ampule chamovodu (Marvan, 2011).
Piidatné pohlavni zlazy (Obrazek 3.5) jsou tii (n€kteti autofi k pfidatnym fadi ampuli
chamovodu) — méchyikovita zlaza, piedstojna zlaza, bulbouretralni zlaza. Umistény jsou mezi
koncem chamovodu a kofenem penisu. Spolecné jsou zlazy zodpovédné za produkci semenné
plasmy. Semenna plasma je hlavni frakci semene. Zajistuje piepravu spermii do téla klisny a

dozrani. Je zdrojem energie, chrani pfed poskozujicimi zménami osmotického tlaku a pred
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oxidaci. Obsahuje gel, ktery ¢astecné srazi semeno. Funkce je zatim nejasnd. Relativni velikost
7laz odrazi relativni vyznam sekretii v semenné plasmée (Morel, 2008).

M¢échyikovita zldza ma u hiebce charakter vacku s hladkym povrchem a ztfasenou sliznici,
obsahujici zlazy. Strukturalné je to slozitd tubuldzni Zlaza vylucujici bélavy, slabé zasadity
sekret, ktery je hromadén v rozsifenych nitrolali¢kovych a mezilalickovych vyvodech. Pti
ejakulaci je sekret vypuzovan za pomoci hladké svaloviny vyvodi vyméSovacim kanalkem do
mocové trubice, do niz vyuast'uje spole¢né s chamovodem (Marvan, 2011).

Prostata neboli pfedstojna zlaza se sklada ze dvou lalokli spojenych mtistkem. Ob¢ Casti
prostaty jsou slozeny ze sekre¢nich tubulti, ktera jsou navzajem spojeny intersticialnim vazivem
Vv slabé naznacené lalicky (Marvan, 2011). Jediny vystup ze zlazy do mocovodu je umistén
mezi bulbouretralni zlazou a ampuli chamovodu. Sekrety jsou alkalické s vysokym obsahem
bilkovin, kyseliny citronové a zinku. Pfesny vyznam neni zndm. Sekrety piedstojné Zlazy se
vyznamn¢ podileji na slozeni predspermiové frakce (Morel, 2008).

Bulbouretralni zlaza jinak také Cowperova zlaza, je z ptidatnych z1az, umisténa nejblize
kofenu pyje. Je parova, ovalného tvaru, velka 2-3 cm, lezici po stranach moc¢ové trubice (Morel,
2008). Vymesek zlazy se shromazduje v rozsitenych prostorech nitrolalickovych a
mezilickovych vyvodi a nakonec je odveden do mocové trubice pomoci nékolika vyvoda
(Marvan, 2011). Sekrety jsou prihledné, fidké téméf vodové konzistence a jsou soucasti hlavni,
na spermie bohaté, frakce. Nachazi se ovSem i v pfedspermiové frakci, kde pomahaji odstranit
zbytky moci a pfemiru bakterii. Sekrety dale plsobi jako lubrikant usnadiiujici spermiim

prachod (Morel, 2008).

Obrézek €. 3.5; Vnitini pohlavni organy hiebce. A) dorzalni pohled, B) ventralni pohled, a)
mocovd trubice, b) mocovy méchyr, c) ampule chamovodu, d) méchyrkovita zlaza, e) prostata,
f) bulbouretrdlni zldza, g) uterus masculinus (Frazer, 2014).
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3.2.8 Pyj

Pyj lze rozdélit na tii ¢asti: zalud, t€lo a kofen (Obrazek 3.6). V klidu je zatazen a chranén
predkozkou, v této poloze je drZzen svaly. Pfedkozka se sklada ze dvou vrstev (Morel, 2008).
Z vnéjsiho listu ochlupené ktize bricha, ktera se pii predkozkovém otvoru vchlipuje dovnitt a
ptechazi ve vnitini list slizni¢niho charakteru. Vnitini list v klidu vystyla dutinu predkozky a
piechéazi na pyj jako pyjovy list. Pfi ztopofeni se zahyb vnitfniho listu vyrovnava a cely se
piesouva na pyj. Ve vnitinim listu jsou mizni uzliky a ptedkozkové zlazy (vymésuji aromatické
smegma). Samotny pyj se skladd ztopofivého a houbovitého télesa, mocové trubice,
pomocnych svali, cév a nervi.

Topotive téleso je na povrchu obaleno silnym bélavym obalem z hustého kolagenniho
vaziva. Na rozdil od pfezvykavct a prasete je pyj hfebce v ochablém stavu mékky. Do dutinek
toporivého télesa je privadéna krev pomoci spirdlovitych tepen, které jsou vétvemi hluboké
tepny pyje. Jsou to tepny uzaviraciho typu diky ¢emuz lze regulovat stupen naplnéni dutinek
topofivého télesa krvi. Krev je z dutinek odvadéna pomoci tenkosténnych zil.

Houbovité téleso zacina kaudalné na urovni kotene pyje a rozsituje se v houbovité téleso
zaludu. M4 slabsi bélavy obal, ten¢i ptepazky a je plnéno Zzilni krvi.

Mocova trubice za¢ind na kréku moc¢ového méchyie a délime ji na panevni a houbovitou
¢ast. Do panevni casti vyustuji chamovody a vyvody pohlavnich zlaz. Svalovina je hladka a
pticné pruhovana, kterd tvoti vili ovladatelny svéra¢. Houbovita ¢ast je vloZzena do houbovitého
télesa pyje. Ve sliznici jsou piitomny tubuloalveolarni Zlazy. Epitel sliznice je pfechodny
prechazejici ve vrstevnaty dlazdicovy. Zevni Usti mocové trubice je nachéazi v zaludové jamce
v podobg¢ kratkého vybézku.

Dtlezité svaly ovladajici pyj jsou dva: napfimovac a zatahovac. Napfimovac je mohutné
vyvinut, obklopuje kofen pyje a smrsténim uvadi pyj pii ztopoteni do polohy vhodné pro pareni.
Zatahovac¢ zatahuje ochably pyj zpét do ptedkozky. Ztopoteni je umoznéno naplnénim dutinek
topofivého télesa pyje krvi. Méstnanim krve jsou stlaceny odtokové Zily a pyj tvrdne. Pii erekci
se stejnym zptisobem hromadi krev v dutinkdch houbovitého télesa pyje, coz udrzuje lumen
mocové trubice otevieny — ejakulace muze prob&éhnout. Po vysemenéni pyj ochabne diky
zvyseni svalovych polstairkia spirdlovitych tepen a naslednému snizeni ptitoku krve a tlaku na

zily (Marvan, 2011).
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Obrazek 3.6; A — proximalni, B — stredni, C — volna cast penisu, D — distalni cast.
a) tunica albuginea, b) nekompletni septum, c) corpus cavernosum, d) houbovité téleso
a mocova trubice, e) musculus bulbospongiosus, f) zatahovac pyje, g) dorsadlni tepna, h)

hluboka tepna, i) dorsalni Zila, j) corpus spongiosum glandis (Fraser, 2014).

3.3 Vybér hi‘ebce do plemenitby

3.3.1 Zdravotni aspekty vybéru hi'ebce

Pro budouciho plemenika jsou klicovou ¢asti téla koncetiny a zad’, které musi byt ve
velmi dobrém stavu, aby byl hiebec schopen ustat naro¢nou piipoustéci sezonu. Zvlasté kopyta
panevnich koncetin nesmé&ji vykazovat znamky laminitidy. Koncetiny je po kazdém
pohybovani potieba zkontrolovat. Otoky jsou nezadouci a jsou zndimkou mozné slabosti. Dale
se vyskytuji onemocnéni, jako jsou artritida, poSkozeni patefe ¢i koncetin nebo wobbler
syndrom, coz je poSkozeni michy nasledkem tlaku obratlii. Nesmime zapominat na kopyta,
kterd je nutno pravidelné¢ udrzovat. Stav kardiovaskuldrniho systému se vySetfuje
elektrokardiografem. Plemenny hiebec musi byt udrZzovan v dobré kondici, na skale od 0 do 5
je idedlnim stavem 3. Hfebec ma byt v pracovni kondici a dobfe osvalen. Pfili§ hubeni hiebci
maji niz§i libido a hiife snaseji intenzivni vyuziti v pfipoustéci sezoné. Spatnou kondici trpi i
spermiogeneze. Na druhou stranu obézni hiebci maji také nizsi libido, jsou lini a nechtéji
skakat. Navic jejich nadvéha pfi pfirozené plemenitbé nebo odbéru poskozuje i klisnu. Je nutné
myti na pameéti, Ze intenzivni vyuziti hfebce v piipoustéci sezoné si zada velmi dobrou vyzivu.

Naroky jsou podobné sportovnim konim (Morel, 2008).
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3.3.2 Vysetieni reprodukéniho traktu

Vnéjsi vySetfeni genitdlii je nezbytnou selektivni procedurou, kterou posoudime
schopnost a kondici reprodukénich organi. Hiebec vybirany do plemenitby musi mit dvé
normalné fungujici varlata, ktera jsou citit pohmatem ptes Sourek. Zjistujeme, zda jsou zhruba
stejné velka, jejich konzistenci, pohyblivost v obalech a jejich teplotu — nesméji byt na pohmat
horka. V nékterych ptipadech je levé varle o néco vétsi, rozhodné by, ale nemélo mit 1 vyssi
teplotu. Povrch varlat by mél byt pocitovan jako hladky, na povrchu jsou misty hmatatelné
cévy. Jakékoliv omezeni pohybu varlat v Sourku indikuje jizvu nebo fibrozni tkan nasledkem
urazu. Takovy to néalez redukuje mnozstvi varletni tkan€ a omezuje normalni spermatogenezi.
Velikost varlat je dobrym indikdtorem schopnosti produkovat ur¢it¢ mnozstvi spermii a tim 1
potencidl vyuZiti v pfipoustéci sezoné. Pfemira tuku v Sourku nasledkem nadvahy, izoluje
varlata a nebezpec¢n¢ zvysuje jejich teplotu, coz ma opét za nasledek snizenou produkci spermii.
Maligni nebo benigni bujeni (Obrazek 3.7) je pomérné vzacné, ale miizeme se s nim setkat.

Proto je dalezité varlata pravidelné prohmatavat.

Obrazek 3.7; Benigni nddor pod tunica albuginea (Frazer, 2014).

Na Sourku se mohou vyskytnout dermatitidy, které opét mohou mit vliv na zvySeni
teploty varlat. Tkan nadvarlat ma byt hmatatelna, normalni pozice na uvolnénych varlatech je
na kranialni stran¢ Sourku. Jinad pozice indikuje torzi varlat. Chdmovod opoustéjici varlata,
zéasobeni varletni krvi a inervace, vstupuje do téla ptes tfiselny kanal, ktery by mél byt prost
sristil a kyly. Penis a pfedkozku vysetfujeme na potencialni pfitomnost zranéni, karciomu,

bolakt, sarkoidu a infekce. Vysetfovani by mélo byt pravidelnou soucésti budoucich odbéra.
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VySetfeni vnitinich struktur provadi veterinarni lékar, dulezité je vybrat zkuSeného
clovéka. Pristup k vnitinim ¢astem reprodukéniho taktu je obtizny. VySetfeni provadime
rektalni palpaci a pomoci ultrazvuku. Hmatatelny je chdmovod, varletni tepna a pridatné
pohlavni Zlazy. Varletni tepna ma dobie hmatatelny puls. Zmény v tlaku v pribéhu vySetieni
indikuji krvéaceni, tumor nebo srazeninu. Na ptidatnych pohlavnich zldzach posuzujeme
velikost, konzistenci a tvar. Parova méchyikovitd zlaza ma byt symetrickd. Pro vySetieni
abnormalit sekretivni funkce piidatnych pohlavnich zlaz vyuzivame ultrasonografii. Tu lze také

vysetiit odbérem semene (Morel, 2008). Vice informaci viz. 3.5 Hodnoceni spermatu.

3.3.3 Predvybér hiebce

Modelovym plemenem je nejpoéetnéjsi plemeno Ceské Republiky - Gesky teplokrevnik.
Béhem roku se konaji dva predvybéry. Termin je vyhlaSen pfedsednictvem chovatelského
svazu. Prvni pfedvybér je pro dvouleté hiebce, které v zemském chovu vybiraji hodnotitelé
chovu koni ¢i pracovnici povéfeni predsednictvem svazu. Komise hiebce vybira v testacnich
odchovnich na zékladé Zadosti majitele hiebce. Hiebci musi byt v odpovidajicim typu,
zevnéjSek prosty hrubych vad, zdravi, s pravidelnym skusem a sestouplymi varlaty. Druhy
ptedvybér probiha v zimnim terminu, na svazem uréeném misté¢. Chovatel Kk piihlasce
predklada i protokol o zdravotnim stavu hiebce. Hodnoceni probiha pfed nejméné tti¢lennou
komisi, kterou jmenuje pfedseda svazu. Hodnoti se plemenny typ, skok ve volnosti, stavba téla
a mechanika pohybu na tvrdém podkladu. Skok ve volnosti probihé na zakladni vySce 110 cm
a postupné se dvakrat zvysuje, lze absolvovat skok az do vySky 150 cm. Drezurni hiebci
pfedvadéji mechaniku pohybu pii lonZovani na kruhu o priméru 12 m. Skok absolvuji na
zakladni vysce. Hrebci, ktefi obdrzi prémii, budou zapsani do plemenné knihy, predvybér bude
akceptovan PK CT a doporuden RPK CT. Prémii se rozumi udéleni vybéru pro nasledujici
pripoustéci sezonu. Pokud mé majitel hiebce zajem o udéleni vybéru 1 v dalSich letech, musi
hiebec uspé$né absolvovat 70 denni test a zkousky vycviku nebo dosdhnout sportovni
vykonnosti ¢i uspesné ucasti na KMK. Tieti ptredvybér je proveden pred zah4jenim 70 denniho
testu v misté jeho konani. Uréen je pouze pro predvybrané hiebce. Hiebci pak mohou nastoupit
do testu (SCHCT, 2016).

3.3.4 Zkouska vykonnosti hiebcii — 70 denni test

Pted néstupem do testu, musi majitel vedoucimu vycviku prokazat ochotu hiebce se

nechat nauzdit a osedlat, zvednout koncetiny, nechat na sebe nasednout, ovladatelnost hiebce
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v zakladnich chodech na pobidky. Sporné ptipady rozhoduje ptedsednictvo svazu. Hodnoceni
pii kontrolnim dnu a zkouSkach vykonnosti provadi na zavér testu komise, ktera hiebce
predvybrala. 70 denni test a zavére¢na zkouska se konaji ve vybraném testacnim zafizeni, které
je urceno svazem. Do testu jsou pfijati hiebci, ktefi spliuji zasady Slechtitelského programu a
podminky pro zapsani do plemenné knihy. Hiebec musi byt zdravy, prost zjevnych
konstitu¢nich a dédi¢né podminénych vad a chorob.

Po 30 dnech je v testaénim zafizeni kontrolni den. Posuzuje se stupenn vycviku u hiebct
navrzenych vedoucim vycviku a hiebcii vybranych hodnotitelskou komisi. Majitelé mohou, na
zaklad¢é svého rozhodnuti nebo doporuceni, pobyt hiebce v testu ukoncit. V zavéru testu se
posuzuji tyto znaky a vlastnosti: Plemenny typ a pohlavni vyraz, stavba téla, vykonnost ve
skokové nebo drezurni zkousce, celkovy dojem a vyvin. Zndmky jsou ud€lovany pii zaveérecné
zkousce. Znamka za vycvik zahrnuje ohodnoceni chovani koné ve stéji, pod sedlem, pti kovani,
temperament zvifete, konstituce, krmitelnost a uc¢enlivost. Je udélena vedoucim vycviku.

Znamka za jezditelnost je aritmetickym primérem znamek vedouciho vycviku a dvou
zkuSebnich jezdcl. Zndmka hodnoti uvolnénost, prostupnost, ohebnost a rovnovéahu kong, jeho
soustfedénost, reakce na pomiicky a ochotu je pfijimat a v neposledni fadé¢ pohybové nadéni.
ZkusSebni jezdec mize koné bez jezdce uvoliiovat po dobu 15 minut, poté je kiin podroben
zkousce na urovni pozadavkl danych zavérecnou zkouskou v délce doby nepiesahujici 30
minut. Pro ohodnoceni je pouZivana desetibodova stupnice. Zkouska pod sedlem se provadi
Vv kryté hale nebo na ohraniceném kolbisti na postupové fad¢é a parkuru, hiebci drezurniho
sméru jsou podrobeni drezurni zkouSe na obdélniku o rozmérech 60 x 20 m. Postupova fada je
pro skokové hiebce na zacatku zkousky, pro hiebce drezurni je zatazena po skonceni ulohy.
Vyska je stanovena na 100 cm a postupné se zvySuje po 10 cm do 120 cm. Povinnd jsou tfi
Kola. Drezurni hiebci skaci vysky od 90 do 110 cm. Nelze absolvovat vyssi vysku, aniz by byla
bezchybné piekonana vySka nizs§i. Tteti chybou, zastavenim ¢i shozenim na stejné vysce,
zkouska pro hiebce kon¢i s hodnocenim 0 bodt. Poté je zatazen parkur o vysce 100 cm, kdy je
hodnocena ochota koné skékat, skokovy projev, respektovani prekazek, pravidelnost a
uvolnénost svalovych skoku a ovladatelnost. Povoleny jsou chranic¢e na pfednich koncetinach,
uzdecka s jednoduchym stihlovym udidlem a bi¢ik do 75 cm. Znédmka za celkovy dojem a vyvin
vychézi z hodnoceni za plemenny typ a pohlavni vyraz, stavbu téla, mechaniku pohybu a projev
hiebce v pribehu celych zkousek vycviku. Hodnoceni hiebce se fidi zdsadami uvedenymi ve
Slechtitelském programu. Zkousku hiebec uspésné vykond, pokud je ukoncena s celkovym

hodnocenim min. 7,1 b., a za vykonnost dosdhne min. 6,1 b (SCHCT, 2016).
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3.3.5 Hodnoceni hitebcu pied zapisem do plemenné knihy

Toto hodnoceni se tyka hiebcu, ktefi spliuji vykonnostni kritéria v KMK nebo po
sportovni testaci a u dalSich hiebct splitujici podminky zépisu do plemenné knihy a nebyl u
nich posuzovan plemenny typ, pohlavni vyraz a stavba téla a jejich majitelé maji zajem o zapis.
Sportovni testaci se rozumi dosazeni obtiznosti 140 cm ve skoku do 8 let véku nebo obtiznosti
150 cm u starSich hiebcl. Absolvovat musi minimalné tfi soutéZe s umisténim do 5. mista nebo
s celkovym souctem max. 12 trestnych bodu. V dreziife absolvovanim tfi soutézi stupné IM a
vy$§im s hodnocenim vys$sim nez 60%. Ve vSestrannosti dokon¢enim dvou soutézi CIC** nebo
CNC** v prvni poloviné pole dokoncivsich startujicich. V zapiezi pak absolvovanim péti
kompletnich soutézi stupné T v priabehu dvou let.

Majitelé dokladaji protokol o zdravotnim stavu hiebce, ne starS$i nez 6 mésicti. Hiebec
musi byt zdrav, bez zjevnych nebo geneticky podminénych vad, zlozvykt a chorob. Hodnoceni
hiebce provadi tfi¢lenna komise, ktera se sklada ze ¢lent rady plemenné knihy, pfedsednictva
a hodnotitele, komise je urcena ptredsednictvem. Hodnocen je plemenny typ, pohlavni vyraz,
rodokmenova hodnosta, stavba téla, kmih a elasticita v klusu, krok. Majitelé hiebcti musi

kazdoroéné zadat o udéleni vybéru po klisny CT (SCHCT, 2016).

3.4 Odbér spermatu

Nejjednodussi metodou je nechat hiebee ptirozené skocit na klisnu. Po vytazeni penisu
z vulvy je do piipravené nadobky odebran zbytek semene. Vzorek lze odebrat ptimo z vaginy.
Tento zptisob ma mnoho nevyhod — nizkou koncentrace spermii a velké mnozstvi patogent.
Pouzivan je pouze okrajové. Druhou metodou je pouziti kondomu, ten ma vSak také nedostatek.
Kondomy snadno praskaji, a tak je vzorek snadno ztracen (Morel, 2008). Dale je zde risk
kontaminace a neochota hiebctl kopulovat. Metoda je vyuZitelnd u hiebeii, kteti jsou zvykli na
prirozenou plemenitbu nebo se z néjakého diivodu nejsou ochotni nechat odebrat pomoci umélé
vaginy. Experimentalné byl vyzkouSen 1 odbér pomoci farmak. PouZity byly ptipravky xylazin,
imipramin a prostaglandin. Timto zpiisobem se odebere ejakulat o velké koncentraci a malém
objemu. Uspé&snost odbérti je okolo 30 %. Teoreticky je ejakulat mrazitelny nebo i pouzitelny
V chlazené davce. Odbér pomoci manualni stimulace je velice podobny odbéru do umeélé
vaginy, vyhodou je, ze je zvladnutelny ve dvou lidech a ¢asto ani neni tfeba pfitomnosti klisny.
Az kdyz je dosazeno plné erekce, je nasazen plastovy rukav a stimulace pokracuje. Jednou

rukou je stimulovén Zalud a druhd je umisténa na kotfeni. Pro jesté leps$i stimulaci se na kotfen
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umist'uje teply ru¢nik (Samper, 2009). Dnes je nejvice vyuzivan odbér do umé¢lé vaginy (Morel,
2008).

3.4.1 Umélé vaginy

Za dobu existence a vyuzivani umélé inseminace bylo vyvinuto mnoho typt umélych
vagin s rozliénym vzhledem. Uméla vagina (3.8) se snazi co nejvice napodobovat piirozeny
pohlavni aparat klisny. Poskytuje teply sterilni otvor, ktery je obklopen plastém naplnénym
vodou, jenz ma na svém konci shromazd’ovaci nadobku. VétSina umélych vagin je slozena
z pevného vnéjsiho obalu s dvéma pryzovymi vlozkami — vnitini a vnéjs$i. Vnéjsi vlozka a obal
tvoii plast, do kterého se pomoci ventilu napusti tepla voda. Voda by méla byt o néco teplejsi
neZ télesna teplota kong. Idedlné¢ 44-48°C. Mnozstvi vody musi byt zvoleno adekvatné
k napodobeni ptirozeného tlaku uvniti vaginy. Vnitini vlozka je ¢asto chranéna jesté jednou
jednorazovou vlozkou zajist'ujici sterilnost. Ta je spojena se sbéraci nadobkou. Pied pouzitim
je vnitfni vlozka natfena sterilnim porodnickym lubrikantem — slouzi k ochrané hiebce.
Dulezité je, aby nddobka i dutina umélé vaginy mély béhem odbéru okolo 44°C, jde o prevenci
Soku z chladu. Teplota nad 48°C plsobi negativné nejen na spermie. Nedodrzenim korektni
teploty mizeme zpusobit nechut' hiebce k dalSim odbérim. Vagina ma byt izolovdna a
chranéna pted ultrafialovym zafenim. Délka je obvykle okolo 50 cm a véha se mize vysplhat

az k 10 kg.
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Obrazek 3.8; Schématicky nakres umélé vaginy (Morel, 2008).

Velky, té¢Zky a mohutny model Colorado, dlouhy 59 cma 15 cm v priméru. Umoznuje naplnéni
vodou o0 objemu 4.5 | ohtaté na 60°C, dosahnout tlaku a teploty 46°C ke stimulaci ejakulace.
Vyhodou je dobré pfijeti hiebci a schopnost modelu udrzet teplotu v chladné&jsich podminkach.
Tézkopadnost je velkou nevyhodou, obzvlasteé u nespolupracujicich hfebcti. Missouri model je

oproti tomu jednodussi a dobte se obsluhuje. Sestaven je ze dvou tézkych latexovych vlozek,
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podpoienych odolnym kozenym pouzdrem. Jednoduse se pouziva, je lehky, ale ptesto robustni
a hiebci je dobfe prijiman (Dascanio, 2014). Umoziuje i korekci tlaku ve své dutiné
nafouknutim, ¢imz je sniZzena celkova hmotnost (Morel, 2008). Nevyhodou je, Ze velice snadno
vychladne.

Model Roanoke stimuluje odliSnym zptiisobem nez Missouri a Colorado model. Vyviji
tlak po obvodu, primarné na distalni ¢ast penisu a na zalud. Vagina je naplnéna mnozstvim
vody o teploté 52°C. Je schopna se piizpusobit velikosti penisu. Voda naplni port, ktery se pii
dosazeni tlaku piesahujiciho 2.3 kPa otevie. Roanoke je relativné kratkd a sahd jen asi do
poloviny téla penisu, takze zvySend stimulace musi byt provadéna ru¢né na kofeni penisu.
Timto simulujeme kontrakce vulvy. Jina stimulace bohuzel neni mozna kvuli pevnému obalu
vaginy. Model navic nemé drzadlo, takZe odbéry vyZzaduji cvik. Jednorazova vlozka umoziuje
snadnou ocistu umélé vaginy a je zaroven prevenci pienosu patogenil. Nutno podotknout, ze
néktefi hfebei nemaji radi kontakt s plastem pokryvajicim gumovou vlozku (Dascanio, 2014).

Model Krakow by vytvofen v Polsku profesory Bielanskim a Tischnerem. Jeho
nastupce, model Cambridge, se uchytil pfedev§im v Anglii. Oba modely jsou tvofeny
jednoduchym kovovym ¢i plastovym ramem obklopenym dvéma pryZovymi vlozkami. Pfedni
konec je ponechdn otevien, takze je mozné semeno shromazd’ovat do izolované plastové nebo
sklenéné nadobky ptipevnéné na vnitini rukavec nebo umoznuje nechat hiebce ejakulovat
volngé. Je mozné odebrat 3 frakce semene, ze kterych je tvofen ejakulat, pomoci trychtyika
zabudovanych do pfislusného poctu trubic. Metoda sbéru s otevienym koncem umoziuje
vizualné posoudit prab¢h a Gplnost ejakulace. Dale umoziuje sbér frakci oddélené, ¢ehoz se da
vyuZit pfi podezieni, Ze hiebec trpi chorobou urcité Casti reprodukéniho traktu. Metoda se da
také pouzit, pokud chceme odebrat pouze druhou frakci bohatou na spermie, ktera je vhodna
k mrazeni bez nutnosti centrifugace s cilem odstranéni piebyteéné semenné plasmy (Allen,
2005). Nishikawa/Japonsky model vaginy je slozen z malého, tuhého hlinikového obalu a jedné
pryzové vlozky, takze je velice lehky a snadno se s nim manipuluje. Dnes se mtizeme setkat
spi$ s Har-Vet modelem, ktery ma misto hliniku plastovy obal. Snadno se sestavuje a udrzuje
¢isty. Nadobka na semeno je pfipojena piimo k vaging, prostor pro styk semene s pryZovou
vlozkou je tudiZ minimalni. Vlozka musi byt t€sn€ upevnéna gumovymi feminky k pouzdru
pfedtim, neZ je plast’ vaginy plnén vodou. Voda unikne, pokud neni tésnéni dostatecné.
Nasledn¢ neni dosazeno pii odbéru potfebného tlaku, a navic hrozi kontaminace samotného
ejakulatu. Nezbytnd je takové pravidelna kontrola pryzové vlozky (Brinsko, 2011).

Hannoverska uméla vagina je nejvice vyuzivana v Evrop€. Model pojme 1-3 | vody a je

znateln€ leh¢i nez Colorado, ktery pojme 6-8 1. SloZen je z plastového obalu s koZenym
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drzadlem a jedné pryzové vlozky. Tvrdy obal je opatien kruhovym otvorem na jednom konci —
Vstup pro penis, a mensim kruhovym otvorem na druhém konci. Mensi otvor je lehce vyosen a
vytvaii slepou uliCku, ktera ptisobi tlak na erektilni penis. PryZova vlozka udrzuje vodu a
k plastovému pouzdru je pfipevnéna nejprve chirurgickou paskou a poté Sirokymi gumickami.
Vnitini jednorazova plastova vlozka je pfipevnéna k plastové sbéraci nadobce. Nekteti hiebcei
nesnesou pocit kontaktu plastu s pryzi. V tomto ptipad¢ lze plastovou vlozku vyndat a nadobku

vymeénit za sklenénou (Dascanio, 2014).

3.4.2 Trénink na fantom

Trénink hiebce miize trvat od nékolika pokusi, dni az po nékolik tydnid. VSe zalezi na
povaze hiebce. Obvykle hiebec, ktery jiZ skdkal na klisnu, a byl pfi tom odebiran uméle, nebude
mit s fantomem problém. OvSem hiebec, ktery nikdy nemél moznost namlouvat si klisnu nebo
prirozené pripustit, bude vyzadovat Cas. Klicem k ispéchu je dobry tym asistentd, klisna
Vv estru, vhodné vybaveni a spravné vyuziti stimulacnich podnétt.

Misto vyuzivané pro trénink, ma byt prosté podméti, které by rozptylovaly. Povrh
podlahy protiskluzovy — kluzka podlaha nékteré hiebce odrazuje od opakovanych pokusi. Pro
vedeni hiebce je nejlepsi vyuzit fetizku protazeného ptes nos. V Evropé je bézné vedeni hiebce
z levé strany a odebirdni ze strany pravé. Dulezité je hiebce prfivykat na hygienické ukoly
s odbérem souvisejici, jako je umyti penisu ptred odbérem. K erekci hiebce stimulujeme
vizualnég, sluchové a ¢ichem za pomoci klisny v estru, nebo sbiranou mo¢i fijici klisny, masazi
predkozky, manualnim tlakem na kofen penisu, masazi zaludu nebo omytim teplou vodou.

Klisnu postavime za zkuSebni sténu nebo ohradu pted fantom, a podle potieby ji
pfiblizujeme nebo odvadime déle od hiebce, tak, aby byl hiebec stimulovan, ale zaroven se
nestal agresivnim a nebezpecnym. Ten ma byt na vodéni uvykly a dobie ovladatelny. Uvykame
ho chodit k fantomu pomalu, zamezujeme mu v krouzeni, hiebec ma jit rovné. Vhodné je
potiisnit fantom moc¢i klisny v estru, zvySime tak jeho atraktivitu. Pokud k vyprovokovani
kopulace tento stimul nesta¢i, snaZzeni podpofime masazi a tlakem piimo na Zzalud, ¢imz
vyprovokujeme reflexni aktivitu. Po ztopofeni penisu nasazujeme umélou vaginu.

Dalsi trénink odkladame v ptipadé opakovanych nelspé€$nych pokusli o ejakulaci,
Vv ptipad¢ odfeni koncetin a penisu o fantom, pti netuspéchu zkouSime vice typtt umélych vagin,
zdrzenlivému hiebci nabidneme skok na zivou klisnu s pouzitim umé¢lé vaginy a poté zkusime

fantom, na fantom umistime tlusty provaz k zakousnuti (Dascanio, 2014).
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3.4.3 Postup odbéru

Zakladem uspésného odbéru je piiprava a planovani. V laboratofi maji byt pfipraveny
Cisté nastroje a fedidla, vSe piedehiaté na teplotu 37°C. Uméla vagina se plni vodou o teploté
48°-52°C, teplota je vyssi, protoze vagina snadno chladne. Pokud budeme vyuzivat klisnu
V estru, musi byt pfipravena. Ocas ma mit zavazan bandazi a zadni partie t€la omyty, abychom
zabranili nezadouci kontaminaci. V tento moment muze byt hicbec pfiveden do odbérové
mistnosti. V moment¢, kdy hiebec dosdhne plné erekce, je penis omyt teplou vodou a dobie
vysusen. Tim je vyznamné snizena bakteridlni kontaminace semene. Nakonec kontrolujeme
teplotu a tlak um¢lé vaginy, méla by se pohybovat v rozmezi 45°-48°C. Vnitini vlozku
lubrikujeme nespermicidni Iékafskou vazelinou. Hiebec je ke klisné ptiveden z boku, aby ho
dobfte vidéla. Klisna na ného reaguje a hiebec v tento moment obvykle dosahuje plné erekce.
Osoba, kterd bude odbér provadét, by méla byt z bezpecnostniho hlediska na stejné strané jako
vodici. Jakmile hiebec naskoci, je nutné penis odklonit do ptfipravené umélé vaginy a pridrzovat
ho pfi kofeni. Vagina je drZena paralelné s bfiSni st€énou hiebce. Pfi ejakulaci je citit silna
pulzace mocové trubice. Semeno musi byt do laboratoie odneseno okamzité. Odbér pomoci
fantomu probihd identicky. Vzdy je dtlezité miti na paméti bezpecnost lidi i plemennych zvitat

(Samper, 2009).

3.5 Hodnoceni spermatu

3.5.1 Spermie

Jednotliva stadia samcich pohlavnich bun&k se vyvijeji na Sertoliho bunkach.
V momenté, kdy dosdhnou dostate¢ného stupné zralosti, jsou uvolilovany do Iumen
semenotvorného kanalku a s tekutinou jsou rytmickymi kontrakcemi posouvany dale do
nadvarlete. VV tomto stadiu ztratily zna¢nou ¢ast cytoplasmy. Jiz jsou vybaveny bi¢iky, které ale
zatim nejsou funk¢ni. Pohybu schopné budou po plném dozréni v nadvarleti. Vyvoj trva zhruba
57 dni a pfisun zralych spermii je zajiStovan nepfetrzité. Hfebec ovSem nesmi byt naduzivan.
Produkce spermii je zavisla na velikosti varlat. Ta je nutné vySetfit pohmatem a
ultrasonograficky (Morel, 2008).

Spermie je slozena z hlavicky a biciku, ktery ma tfi ¢asti — stfedni Cast, hlavni Cast a
koncova ¢ast biciku (Obrazek, 3.9). Tvaroveé equini spermii charakterizujeme jako zplostélou
buiiku padlovitého tvaru, v priméru dlouhou 60-65 um, z toho hlavicka 6-7 um, stiedni ¢ast 10
um, hlavni &ast bi¢iku 40 pm, konec 4-5 pm. Sitka hlavicky se v equatorialnim segmentu

akrozomu pohybuje v rozmezi 3.5 — 4.0 um. K aspé$nému oplodnéni vajicka musi mit spermie
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nezbytné v potadku plasmatickou membranu, akrozém, jadro a bicik. Celd spermie je pokryta
fosfolipidovou plasmatickou membranou. Ta je slozena z cholesterolu, slozitych cukrii a
proteinil. Bylo prokazano, ze membrana pokryvajici hlavicku se od té na bi¢iku 1i$i obsahem
lipidt a proteint (Samper, 2009). V hlavi¢ce je uloZen jaderny material s haploidnim po¢tem
chromozomui — 32 (Morel, 2008). DNA je nesena na chromatinu. Bylo zji$téno, ze chromatin
normalni spermie je odolny vii¢i denaturaci kyselinami. Toho se da vyuzit pti pritkazném testu

subfertilnich az infertilnich hiebct prutokovou cytometrii (Samper, 2009).

acrosome
head nucleus
plasma
« membrane
mitochondria
mici
piece
1 annulus
1 end
{
| |
principal | I
plece longitudinal

column

Obrazek 3.9; Schématicky nakres hiebci spermie (Morel, 2008).

Hlavicka je kryta dvojitou membranou — vnitini a vné&jsi (Morel, 2008). Akrozoém se
nachazi na hlavicce mezi plasmatickou membranou a obalem jadra. Je obalen vlastnimi
membranami a fuzuje s plasmatickou membranou béhem akrozomalni exocyt6zy nebo pii
akrozomalni reakci. Akrozém je odvozen z Golgiho komplexu spermatidy. Obsahuje
hydrolytické a glykolytické enzymy a matrix jaderného proteinu. Krcéek spojuje hlavicku
s bicikem spermie. Je slozen ze segmentovanych sloupcti a capitula. Segmentované sloupce
jsou zakladem deviti hustych vladken, které dodavaji pruznost a pevnost. Husta vlakna obaluji
centralni axonemu, ktera je slozena z deviti part parovych mikrotubulti (Samper, 2009). Stied
spermie je tvofen velkym mnozstvim mitochondrii, jeZ produkuji energii, ktera rozkmitava

bic¢ik a ¢imz pohybuje celou spermii kupiedu (Morel, 2008). Mitochondrie jsou poskladany
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Sroubovicovité. Hieb¢i spermie maji okolo 50 otoc¢ek (Samper, 2009). Bicik je tvofen
mnozstvim filbril a pohybuje se vinivé (Morel, 2008). Abaxialni bi¢ik se u hfebcti bézné
vyskytuje a neni povazovan za vadu. HiebCi spermie se pohybuji specificky ve velkych kruzich

(Samper, 2009).

Parameter Acceptable range

Volume of sperm produced 30-250 ml

Sperm concentration 30-600 x 108 ml-"

Morphology Minimum 40-50% physiologically normal
Live : dead ratio 6.0:4.0

Motility Minimum 40% progressively motile sperm

Longevity at room temperature 45% alive after 3 h
10% alive after 8 h

pH 6.9-7.8
White blood cells < 1500 m™!
Red blood cells < 500 ml?

Obrazek 3.10; Normalni parametry semene hirebce (Morel, 2008).
3.5.2 Mikroskopické zhodnoceni
Bakteriologické vysetieni

Odebrané semeno piirozen¢ obsahuje bakterie. Nékteré mohou byt zcela neskodné, jiné
naopak vysoce patogenni. Jejich identifikace je tedy nezbytnym krokem v prevenci nakazy.
Kultivovat Ize ptfimo vzorek semene, nebo provedeme stér semene ¢i genitalii a umistime ho
na agarovou desku. Kultivace vzorki probiha za rtiznych podminek, ¢imZ umoZznime riistu, co
nejvetsiho mnozstvi piitomnych druhii. Dlouhodoba ¢i akutni infekce se projevuje pfitomnosti

hnisu nebo vysokého mnozstvi leukocytu.

33



Table 3 ‘ . ; .
Frequency (%) and number of isolations (isolated/total sampled) and mean (+SEM) microorganism load (ML) expressed in colony-forming units/mL (CFU/mL)

of different species isolated in frozen-thawed semen collected from 20 stallions and subjected to single-layer density gradient centrifugation (SLC) or not (C)
before freezing.

[solated species C, frequency of isolation (%) SLC, Frequency of isolation (%) C, ML, (CFU/mL) x 10? SLC, ML .
(No. isolated/total sampled) ~ (No. isolated/total sampled) (CFU/mL) x 10
Enterococcus Spp. 100% (20/20) 95% (19/20) 14.75 + 3.39: 7.40 + 0.92:’
Staphylococcus coagulase negative 70% (14/20) 65% (_13/20) ’5A43 #+0.55 . 6.00 £ 1.11 ;
Yeasts 65% (13/20) 65% (13/20) 150.20 = 116.:0 74.86 + 68.95
Bacillus spp. 60% (12/20) 65% (13/20) 2.87 : 0.53 3 1.80 + 0.4333'1
Corynebacterium spp. 50% (10/20) 45% (9/20) 53.70 = 19.955 37.70 + 32.4a
Aspergillus spp. 20% (4/20) 15% (3/20) 0.80 + 0.20 0.60 i ; ;
Streptococcus spp. 5% (1/20) (0/20) 1.00 + 0.00 0.00 = 0.0
Aerococcus Spp. 5% (1/20) 5% (1/20) 3.00 = 0.00 5.00 £ 0.00
Propionibacterium spp. 5% (1/20) 59’ (1 120) 5.00 + 0.00 2.00 £+ 0.00
Micrococcus spp. 5% (1/20) (1/20) 8.00 + 0.00 4.00 + 0.00
Bacteroides spp. 5% (1/20) (0/20\ 4.00 + 0.00 0.00 + 0.00
Rhodococcus spp. ( /20) 5% (1/20) 1.50 + 1.50 2.50 £ 2.50
Dermobacter spp. (1/20 5% (1/2 ) 15.00 + 0.00 7.00 + 0.00
Actynomices spp. /20) 5%(1/20 2.00 + 0.00 5.00 4 0.00
Microbacterium spp. 54 (1 [20) 5% (1 /20) 2.00 + 0.00 1.00 + 0.00

abMeans in the same row with different superscripts, differ (P < 0.05).

Obrazek 3.11; Bakterialni rody, které Ize bézné vykultivovat (Guimardes, 2015).

Zjisténi Pseudomonas aeruginosa, Taylorella equigenitalis a Klebsiella pnemoniae vylucuje
semeno z uziti. (Morel, 2008) Nalez Taylorella equigenitalis (infekéni metritida koni) a
Trypanosoma equiperdum (hieb¢i nakaza) je povazovan za patologicky a musi byt hlasen
(Dascanio, 2014). Dale se velice Casto v semeni vyskytuji rody Enterococcus spp. (100%),
Staphylococcus spp., kvasinky (eukaryota), Bacillus spp., Corynebacterium spp., Aspergillus
spp. (houba), (Obrazek 3.11). Pfilezitostné jsou izolovany plisné i u jinak zdravych hiebcd.
Bylo zjisténo, ze az 9 % hiebcti bylo pozitivné testovano na plisné, aniz by vykazovalo poruchy
plodnosti (Dascanio, 2014).

Cytologické vysetieni

Ve vzorcich semene je mozné identifikovat bilé a ¢ervené krvinky pomoci Wrightova
barveni pouzitim hematoxylinu a eosinu. Pozorujeme je pod hemocytometrem. Pokud je pocet
bilych krvinek vyssi nez 1500 ml?, je zde indikovan problém. Pfi¢inou je pravdépodobné
infekce, zvlasté v ptipad¢, kdy je i pH semene vysoké. Takovy vzorek nebude v inseminaci
pouzitelny. Koncentrace ¢ervenych krvinek piesahujici 500 ml? také indikuje problém,

naptiklad hemoragii nebo zranéni. Takovy vzorek nebude taktéz mozno pouzit (Morel, 2008).

Koncentrace

Koncentrace spermii ve vzorku semene (Obrazek 3.10) je hlavnim ukazatelem kvality.
Stanovuje se pomoci hemocytometru nebo spektrofotometru. Hemocytometr se sklada

z podlozky obsahujici pocitaci komurky a kryciho sklicka, pod které je umistén urcity objem
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rozfedéného semene. Metoda je sice spolehliva, ale také Casové znacné narocnd, coz neni
V polnich podminkach ideélni. Proto je vhodné vyuziti fotospektrometru. Semeno je nafedéno
v poméru 1:30. Redidlo musi byt opticky &isté, takze se vyuziva smés 10% formalin a 0.9%
salinu. Spektrofotometr vyhodnocuje mnozstvi svétla prochazejici vzorkem, a tak je vypoctena
koncentrace spermii. Normalni koncentrace spermii se pohybuje mezi 30-600x10°
zivotaschopnych spermii v mI™ nerozfedéného semene. Pfijatelna hodnota pro uziti v umélé

inseminaci byla stanovena na 100-200x10° ml Zivotaschopnych spermii (Morel, 2008).

Motilita

Pohyblivost spermii je hodnocena skale od 0-5, pticemz 0 je velmi Spatné a naopak 5 je
vyborné. Motilita se stanovi okamzité, aby byl zjistén pfesny vysledek. Stanovena je vizualné
nebo pocitacoveé. Neroziedéné semeno lze vySettit pod svételnym mikroskopem. Mozné je
hodnotit i jiz rozfedéné semeno, tim vSak mohou byt vysledky zna¢n¢ zkresleny. Hodnoceni
pod svételnym mikroskopem je subjektivni a zavisi na zkusSenosti vysettujiciho. Dnes dochazi
k velkému rozvoji pocitatového hodnoceni spermatu. Pocitace jiz zvladaji celou Skalu
vySetieni, nespornou vyhodou je objektivnost (Morel, 2008).

Obecné jsou hodnoceny dva druhy motility. Celkova pohyblivost oznacuje procento
spermii, které vykazuji néjaky druh pohybu. Zahrnuty jsou tedy jak spermie pohybujici se
standardn¢ vpfed, tak 1 ty defektni. Progresivni motilita zahrnuje spermie, které se pohybuji
pouze vpied nebo ve velkych kruzich. VétSina hiebct vykazuje hodnotu alesponi 60 %
(Dascanio, 2014). Pohyb na misté nebo v malych kruzich je klasifikovan jako nenormalni.
Semeno obsahujici alespon 40 % progresivné se pohybujicich spermii lze oznalit jako
pouzitelné v umélé inseminaci. Korelace mezi motilitou a oplozeni schopnosti je proménliva a

nizka (0.7). Nicmén¢ lze z ni nejlépe usuzovat o fertilit¢ semene (Morel, 2008).

Procentualni vyjadieni Zivych a mrtvych spermii

Motilita je dobrym indikatorem pro vyjadieni procentudlniho mnozstvi zivych spermii
ve vzorku. Avsak, rozdilné barvitelnost za pomoci nigrosinu a eosinu, a mikroskopicky rozbor,
nam dava presnéjsi vysledky. Mrtvé spermie se jevi pod mikroskopem jako fialové, protoZe
jsou pro barvivo prostupngjsi. Dale je mozné barvit spermie ethidium bromidem, fluorescenc¢ni
akridinovou oranzi ¢i fluorescenéni H25. Pomér ¢i procento mrtvych a zivych spermii je
hodnoceno v poc¢tu odebranych vzorkt. Pro umélou inseminaci je pfijatelnym pomérem mezi

zivymi a mrtvymi spermiemi 6:4. Ackoli, vzorek s niz§im pomérem mitize byt také pouZit,
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pokud se vyznacuje vysokym celkovym poctem spermii. Mize byt méné natedén, a tak bude

stale spInén minimalni pocet zivych spermii pro tisp&$né oplozeni (Morel, 2008).

Morfologie

Morfologické zhodnoceni je béznou metodou posouzeni hiebcovy plodnosti. Semeno je
rozfedéno a poté je zkoumano mikroskopicky (3.12). Spermie jsou jednotlivé posuzovany a
nasledn¢ je vykalkulovano procentualni zastoupeni téch abnormalnich. Pro zvyraznéni
abnormalit jsou spermie barveny. PouZiva se nigrosin-eosin barveni, které obarvi hlavicky
mrtvych spermii do fialova. Barveni se vyuziva také k zhodnoceni integrity specifickych oblasti
napf. akrozomu nebo imunofluorescencni test ¢i zna¢eni monoklondlnich protilatek.

Abnormality jsou klasifikovany primarné jako selhdni spermatogeneze a spermatického
zrani. Ty se projevuji spermiemi s dvéma hlavickami ¢i bi¢iky, absenci kr¢ku nebo biciku,
kratkym nebo stocenym bic¢ikem. Takové abnormality indikuji dlouhodoby nebo dokonce
permanentni problém. Selhani zrani je diagnostikovano pfitomnosti cytoplasmy na krcku.
Béhem zrani se kapénka pfirozené posunuje po biciku a na zdravé zralé spermii se jiz
nevyskytuje. Pokud je tento znak pfitomen v ejakulétu, jedna se o nezralé spermie. Tento defekt
byva pouze docasny.

Druhotné k poskozeni dochazi pii ejakulaci nebo necitlivym zachazenim po odbéru. Pti
ejakulaci se jedna o abnormality biciku, zduteni, oddélené hlavicky a bi¢iky. Po ejakulaci je to
ztrata akrozomu, ztlusténi krcku nebo pukani hlavicek. Korelace mezi morfologii a fertilitou je
relativné nizka (0.25-0.5). Semeno, které obsahuje vice, nez 65 % morfologicky normalnich

spermii se da povazovat za pouzitelné v umélé inseminaci (Morel, 2008).
e
) (& ‘ %

(a) (b) (c)

Obrézek 3.12; Snimky z elektronového mikroskopu v méritku 1 um, a) poskozeni plasmaticke
membrany a akrozomu, b) nekompletni chromatinova kondenzace, c) predcasna akrozomalni

reakce (Dascanio, 2014).
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pH

Pro stanoveni kyselosti ¢i zasaditosti vzorku se vyuziva standardniho pH metru (Morel,
2008). Pouziti pH papirku je také mozné, ale je nepiesné. Hodnota pH Cerstvé odebraného
semene by rozhodné méla byt stanovena okamzité¢ po odbéru. Inkubace vzorku po delsi dobu
snizuje pH. Dlvodem je akumulace vedlejSich produkti metabolismu — kyseliny mlééné.
Semenné pH je ovlivnéno ro¢nim obdobim, koncentraci spermii a frekvenci ejakulaci
(Dascanio, 2014). Kyselé pH je spermicidni a 1ze ho brat jako indikator cizi pfimési ¢i infekce.
Ptijatelné hodnoty pH jsou 6.9-7.8. Hodnoty 7.3-7.7 jsou idealni (Morel, 2008).

Zivotaschopnost

Stanoveni motility v pribc¢hu casu se da vyuzit jako indikéator Zivotaschopnosti.
Vezméme vsak na zfetel, Ze Zivotnost spermii v testovacich trubickach neni nezbytné stejna
jako zivotnost v d€loze. Test zahrnuje stanoveni okamzité motility, pozd€ji se motilita
stanovuje Vv rozliénych intervalech ulozenim pfi teploté 5°C, 22°C nebo 37-38°C. Napiiklad
hodnoty motility vétsi nez 45 % po 3 h nebo 10 % po 8 h pii 22°C svéd¢i o vzorku vhodném

pro umélou inseminaci (Morel, 2008).
Test dlouhovékosti

Semeno, uréené pro pouziti v chlazené davce, je fedéno komerénim fedidlem na
koncentraci 25-50x10%ml. Pokud jde o hiebce, u kterého byl test v minulosti proveden,
vysledky porovname. U hiebce v prvni sezoné provadime test opakované za pouziti riznych
fedidel a antibiotik. Vysledky porovndme. Idedlni je pouZit béZzné Kenneyho fedidlo (odtu¢néné
mléko, glukoza, antibiotika), fedidlo obsahujici sukrézu (+ odtuénéné mléko, glukozu,
antibiotika), fedidlo s pfirozenymi fosfokaseinaty (+ glukdza, antibiotika). Jako antibiotikum
se bézn¢ pouzivd amikacin, penicillin, polymixin B. Semeno se umisti do komeréniho
prepravniho kontejneru s chladici vlozkou a provérovano je po 24, 48 a 72 hodinach. Kontejner
je uchovavan pii pokojové teploté. Pfi vyhodnoceni je semeno jemné promichano. Odebrana je
kapka, ktera je pfikryta krycim sklickem (nahfato na 37°C) a vySetfena pod mikroskopem.
Vysledek po 72 hodinach nema byt horsi nez 25-30% motilita, hodnoty motility nad 30% sveéd¢i

o vynikajicim semeni (Dascanio, 2014).
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Hypoosmotic swelling test

Vysledkem (HOS) testu je posouzeni funk¢ni integrity plasmatické membrany (Obrazek
3.13) spermie. Test je jednoduchy, snadno zopakovatelny a spolehlivy. Zakladem je vystaveni
spermii hypoosmotickému roztoku napt. 50-100 mOsm laktézového ¢i sukrozového roztoku
(1,712g sukrézy a 50ml sterilni deionizované vody). Pfes plazmatickou membranu je
transportovana tekutina hypoosmotického roztoku. Spermie s neporusenou membranou
vykazuji charakteristicky otok bi¢iku. Pokud spermie neotékd ani se nesviji, je to dikazem, ze
je posSkozena plasmatickd membrana, tudiz neni tekutina zadrZena uvnitt buniky. HOS nahrazuje
mnohem drazsi testy (supravitalni barveni - SYBR14 a propidium iodid), které jinak vyzaduji

pritokovou cytometrii a fluorescenéni mikroskopii. HOS test je uziteCny pii testovani

membranové integrity mraZzené¢ho spermatu (Dascanio, 2014).

Obrazek 3.13: Typické zmény pri HOS-testu, NS: beze zmén (Neild, 2000).

3.5.3 Makroskopické zhodnoceni

Semeno je za normalnich okolnosti mlé¢né bilé, konzistence sladké smetany. Nemélo by
vykazovat stopy krve, moci nebo tkdné€. Pokud se néco z vyjmenovanych objevi, semeno se
nevyuziva a hiebec by mél byt podroben veterinarnimu vySetieni. Objem semene je 30—250 ml,
primérem je 100ml. Gelova trakce tvofi normalné 20-40 ml. Rozdily v objemu jsou jak mezi

htebci, tak i u jednoho hiebce béhem sezony (Morel, 2008).
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3.6 SloZKky a vyroba insemina¢nich davek

V 90. letech doslo k svétovému nartistu vyuzivani chlazeného a mrazeného semene. Jako
velmi uziteCné a opodstatnéné je uziti metod v zemich velkych rozloh typu Australie, Kanada
a USA, kdy se davky ptepravuji letecky nebo po Zeleznici na dlouhé vzdalenosti zcela bézné.
Revoluce vyuzivani chlazenych davek byla umoznéna vyvinutim izolovanych kontejnert.
Pouziti umélé inseminace Setfi majiteltim mnoho penéz na preprave klisen ke hi'ebci a umozituje
Sirsi vybér. Mezi chovateli si chlazené semeno ziskalo zna¢nou oblibu, protoze po dobu 48-72
h si uchovava vysokou oplozeni schopnost, které je dosazeno diky dobré snasenlivosti semene
k pomalému zchlazeni na 4°C (Allen, 2005). Naproti tomu mraZzené sperma poskytuje vyhodu
ve vyuziti hiebcli ze zahrani¢i, intenzivné zavodné vyuzivanych, hiebcii, ktefi se béhem
pfipoustéci sezdny zranili nebo jsou jiz plné€ vytiZeni, anebo jen prakticky divod — mit vzdy
davku k okamzitému pouziti k dispozici (Loomis, 2005).

Kryokonzervace zahrnuje vétsi mnozstvi kroktl, které ovliviiuji vyslednou kvalitu
spermatu. Proces se skladd z odbéru spermatu, prvniho rozfedéni, centrifugace, fedéni
v mrazicim fedidle, zchlazeni, zmrazeni, a nakonec rozmrazeni a uziti. O semenné plasm¢ se
vi, Ze je pfi uchovani spermatu Skodlivd, a proto vSechny techniky konzervace spermatu
zahrnuji nafedéni a nasledné odstranéni semenné plasmy centrifugaci. Pokud se chceme tomuto
kroku jednoduse vyhnout, odebere pouze prvni frakce semene. Prvni fedéni je provedeno pii
teploté 20°C, 22°C nebo 37°C, nésleduje centrifugace. Dale je sperma nafedéno v mrazicim
fedidle, jehoZ slozkou miize byt vajeny Zloutek, glycerol, lecitin nebo glutamin. Zchlazovani
musi probihat pomalu, jinak hrozi fatalni vnitrobunécna krystalizace. Rozmrazovani musi byt
rychlé, aby se piedeSlo formovani krystalt, které mohou dosahnout jesté vétSich rozméru.
Zmény objemu v disledku zmén osmolarity béhem kryokonzervace vedou k poSkozenim
membran (Vidament, 2001).

Nutno vSak dodat, Ze ne vSichni hfebci maji semeno vhodné ke kryokonzervaci. Uvadi
se, ze 20% hiebcli produkuje semeno dobte mrazitelné, 60% akceptovatelné a 20% semeno
nevhodné ke kryokonzervaci. Mechanismy ovliviiujici rozdilnou mrazitelnost mezi hiebci
nebyly dosud plné objasnény. Rozdilnd snadSenlivost spermatu k procedufe je pfipisovana
genetickym faktortim, pouzitym kryoprotektiviim a jinym neobjasnénym vné&jSim vlivim.
Dals§im vlivem, u kterého je zjiSt€no negativni plisobeni na chlazené semeno, je bakterialni
kontaminace. Hoogewijs a kolektiv predpokladali, ze redukci bakteridlni kontaminace se zlepsi
parametry pouzitého mrazeného semene. Negativni vliv vSak zatim nebyl plné prokazan a je

nadale pfedmétem dal§iho vyzkumu (Guimaraes, 2015).

39



3.6.1 Redidla

Roztedéni semene odpovidajicim médiem bylo zkoumano jiz na pocatku 20. stoleti.
Hoffman v Némecku roku 1905 navrhoval fedéni pomoci Cerstvého kravského mléka. Elia
Iwanoff experimentoval se salinem (roztok NaCl + H20) a Ringerovym a Lockovym roztokem.
Redéni spermatu pisobilo proti $kodlivému u¢inku semenné plasmy, umoziiovalo uchovat
semeno a zvysit objem ejakulatu pro inseminaci vice klisen. Waltontiv experiment uskute¢nény
1938 v Cambridgi vedl k zabieznuti klisen za pouziti gluk6zového fedidla po centrifugaci a
uchovani semene po dobu 48 hodin pii 0°C. Centrifugace byla doporucovana i jinymi védci.
Rusti védci vyvinuli metodu s komplexnéj$imi fedidly obsahujici pufrovany gluk6zovy roztok
s peptonem, kyselinou vinnou a taninem. Zloutkova fedidla, vyuZivana predevsim v USA a
Némecku, vykazovala oplozeni schopnost semene az dva dny skladovaného. S ohledem na
teplotu uchovani, pokusy prokazaly, ze chlazeni miZe byt sice pro spermie Skodlivé, ale teploty
pod 8°C utlumuji bakteridlni ¢innost. Coz bylo dulezité zjisténi v dobach neznajici antibiotika.
Doporucovano bylo pomalé chlazeni a teploty lehce nad 0°C (Aurich, 2012).

Redidlo chrani spermie pied $okem z chladu, poskytuje metabolizovatelné substraty,
omezuje mikrobialni bujeni a nez dojde k inseminaci, zajist'uje lepsi zivotaschopnost. Zvoleni
spravného typu fedidla ovlivituje integritu spermii a schopnost piezit béhem kratkodobého
skladovani. Neméné nezbytnymi kroky je dodrzeni spravné teploty, rychlost zchlazovéani
vzorku (0.1°C/min.), koncentrace semenné plasmy, a pusobeni kysliku. Redidla by méla
splilovat nasledujici pravidla: Osmolarita o hodnotach 300-350 mOsm/l, pH 6.8-7.0, pufr
stabilizujici pH, zdroj energie pfistupny spermiim, aditiva omezujici mikrobialni bujeni,
chrdnici membrany a metabolické funkce, neutralizujici vedlej$i produkty metabolismu.
Zloutek a slozky v mléku obsazené pomahaji chranit plasmatickou membranu spermie, maji
pufrovaci schopnosti a chrani pfed oxidaci. Pouzivanymi pufry jsou HEPES, bikarbonat sodny

a citrat sodny (Dascanio, 2014).

3.6.1.1 Mlécéna redidla

Jednim z prvnich, navrZzenych pro pouZziti u hiebCich spermii, bylo fedidlo
Z odtu¢néného mléka s glukézou. Jednoduchy recept je slozen z 2.4 g odtucnéného susené¢ho
mléka, 4.9 g glukdzy, 2 ml roztoku (7.5 g/100 ml) bikarbonatu sodného, 92 ml destilované vody
a dle potieby lze ptidat 2 ml sulfatu gentamycinu (50 mg/ml). Upraveni pH na 7.0 se provadi
pfidanim HCI nebo NaOH dle potieby. Postupem c¢asu bylo vyvinuto mnoho modifikaci

Kenneyho ftedidla, které se 1i§i v procentudlnim zastoupeni slozek a obménou pouzitych
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antibiotik (Dascanio, 2014). Kenneyho fedidlo bylo popsano v roce 1975. V pokusu El-
Shawkaviho byla pouzita varianta fedidla obsahujici 2.4 g/100 ml odtu¢néného suseného
mléka, 4.9 g/100 ml glukézy, 2 ml 8.4% NaHCO3z, 100 mg/ 100 ml gentamycinu a 92 ml
deionizované vody. Zaklad mléka a glukozy byl u modifikované verze stejny. LiSilo se
v mnozstvi antibiotik, kdy bylo pouzito 150.000IU penicilinu sodného, 150 mg
dihydrostreptomycinu a 100 ml destilované vody. Poté bylo 65 % smési pfidano do 35 %
Tyroyova média, které bylo slozeno ze 420 mg NaCl, 187 mg KCI, 210 mg Na.COz, 190u 98%
sirupu laktatu sodného, 29 mg CaCl, 8mg MgCl, 238 mg HEPES, 11 mg pyruvatu sodného,
600 mg bovinniho sérového albuminu prost¢ého mastnych kyselin a 100 ml vody (El-
Shawkawy, 2016). N¢kdy se pridavaji jina antibiotika jako amikacin a draselna sl penicilinu.

Vyrobci Kenneyho fedidla jsou naptiklad Nasco, Fort Atkinson, W1. Redidlo Universal
obsahuje dva sacharidy — glukozu a sukrozu, odtuénéné susené mléko a antibiotika amikacin
s draselnou soli penicilinu. Casto pouzivana INRA96 (Obrazek 3.14) se sklada z ptirozeného
fosfatokaseinatu, glukézy a laktozy, 50 000Ul penicilinu, 50 mg gentamycinu, 0.25 mg
amphotericin B, Hankovy soli a HEPES pufru. E-Z Mixin je slozen z glukdzy, odtu¢néného
mléka, amikacinu a draselného penicilinu. EquiPro a Equipro CellGuard obsahuji kaseinaty a
pSenicné proteiny. V pokusu provedeném na univerzité v Nové Karolin€ mapujicim stav vzorkt
semene kultivovanych pfti teploté 4°C po 72 h bylo zjisténo, Zze INRA96 dosahuje v celkové a
progresivni motilité nejlepsich vysledka (LeFrapper, 2010).

BZEMIVN 2
L - »

-~ mwn e

D

Obrazek 3.14; Redidla v origindlnim baleni (Dascanio, 2014).
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3.6.1.2 Zloutkova iedidla

Redidla zaloZzena na Zloutku byla nejdiive zkou$ena Phillipsem na by&im semeni,
pozdéji také u koni. SloZeni mastnych kyselin nemtize byt presné stanoveno, protoze se jedna
o ptirodni produkt, ktery zavisi na dieté slepic. Obecné obsahuje 35 % nasycenych mastnych
kyselin, 45 % mononenasycenych kyselin a 20 % polynenasycenych kyselin. Primarnimi
komponenty Zloutku v susing jsou z 65 % lipidy. Ty jsou slozeny z 65 % triglyceriny, z 29 %
fosfolipidy, z nichz 86 % tvoii fosfatidylcholin a z 14 % fosfatidylethanolamin. Zbytek lipida
tvoti z 5 % cholesterol a méné nez 1 % volné mastné kyseliny (Canisso, 2008).

Vajeény zloutek vykazuje neinvazivni kryoprotektivni  vlastnosti  b&hem
kryokonzervace. Pfesné mechanismy kryoprotektivnich vlastnosti Zloutku nejsou objasnény,
ale je zfejmé, ze obsah fosfolipidl a nizko denzitnich lipoproteinti (LDL) pfispiva k ochrané
integrity plasmatické membrany béhem mrazeni a tani (Gibb, 2016). LDL maji velkou
schopnost emulsifikace a ve Zloutku se nachazeji v rozpustné plasmatické frakci. LDL obsahuje
okolo 85 % lipidli a 15 % proteint. SloZeny jsou z 69 % z triglyceridi, 26 % fosfolipidi a 5 %
cholesterolu. V n¢kolika studiich byl Zloutek uspésné nahrazen nizko denzitnimi lipoproteiny
(Canisso, 2008). V praxi se pouziva Footovo fedidlo, které je zaloZzeno na glycinu a vajeéném
Zloutku (Pugliesi, 2012). V Némecku, Japonsku a Brazilii se mizeme velice ¢asto setkat

s pouzitim vaje¢nych feditel. Jako nejlepsi se jevi 20% koncentrace zloutku (Canisso, 2008).

3.6.1.3 Redidla vyuZitelna pro mrazené ID

Dtlezitou sloZkou, ktera fedidlo od b&ézného odliSuje, je kryoprotektivum. PouZzivany
jsou detergenty, smési cukrt, a zvlasté u skotu je vyuzivan glycerol. Bohuzel byla pro hieb¢i
spermie zji$téna toxicita, nicméné je pii vhodné koncentraci pouzivan (Morel, 2008). Piesnou
koncentraci glycerolu nelze urcit, nebot’ s kazdym fedidlem funguje odlisn€. Napiiklad
v INRAS2 je optimalni koncentrace 2-3 % glycerolu, pro laktézo-glukozovou EDTA byla
hodnota stanovena na 4 % a pro Kenneyho verzi fedidla je idealni obsah do 2 % (Vidament,
2005).
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Parametrs

Type of diluent

(N =60) m-INRA Kenny M-Kenny Equi-Pro®

Post-thaw total Oh 52.50+227* 3300+2.13¢ 43.00+2.13° 41.50£2.59"

motility (%) lh 4400+ 1942 2450+ 1.57¢ 33.50+ 198" 32.50+£227"b
2h 3550+ 1.89° 15.50 + [.38¢ 2550+ 1.74" 24.00+2.08"
3h 28.50+ 1.30* 950+ 1.38¢ 17.00 £ 1.86° 17.50 £ 1.86°

Viability index 134.25 +£5.99* 66.00 + 523¢ 97.50+6.40° 94.75 £ 733"

Swollen spermat-ozoa 46.60+2.05* 2980+ 1.14¢ 36.70 £ 1.73° 36.60+2.09°

(HOS +ve %)

Normal acrosomes (%) 5450+ 1.30* 3550+ 1.38¢ 43.00+ 1.86" 43.5+1.86"

MTT reduction 0.34 +£0.007* 0.28 £0.008¢ 0.32+0.008" 0.31 £ 0.009"°

£ B irate

2 5 - Viability acc. 6646+ 1722 50.60 £ 1.96¢ 60.54 £2.00" 57.38+£226"

= =

2 © toMTT

reduction (%)

Obrazek 3.15; Efekt ruznych redidel na parametry po rozmrazeni (El-Sheshtawy, 2016).

Jednoduché fedidlo na mlé¢ném zaklad¢, popsané v roce 1995 Samprem, je slozeno
z 2.4 g odtu¢néného mléka, 8 ml vajeéného Zloutku, 9.3 g sukrdzy, 3.5 % glycerolu a 100 ml
destilované vody (Morel, 2008). Laktozo-Zloutkové fedidlo Nagase a Niwi, modifikované
Silvou Filhem et al, neobsahujici glycerol, se dobte uchytilo v Brazilii. Dosahuje srovnatelnych
vysledkd jako Kenneyho fedidlo (Canisso, 2008). Jiz vyse zminénym fedidlem pouzivanym pro
vyrobu mrazenych davek je lakt6zo-glukézova EDTA. Slozena je z roztoku 25% laktézo-
glukozového EDTA, 20 % vaje¢ného Zloutku a 5 % glycerolu. Vyuzivano je také Kenneyho
modifikované fedidlo s bikarbonatem, 4 % vajecného Zloutku a 3.5 % glycerolu. Kenney oproti
laktozo-glukdzové EDTA vykazuje vys$si motilitu spermii (Vidament, 2005). Dalsim Siroce
vyuzivanym fedidlem je INRA82 (Obrazek 3.15), ktera se sklada z 0.5 1 solného roztoku: 25 g
glukézy, 1.5 g laktozy, 1.5 g rafindzy, 0.25 g dihydratu citratu sodného, 0.41 g citratu
draselného, Hepes buffer, 50,000 IU penicilinu, 50 mg gentamycinu a 0.5 1 odtuénéného UHT
mléka o pH 6.8 (Khlifaoui, 2005).

3.6.2 Kryoprotektanty

Pravdépodobné nejveétsi senzaci na poli kryoprotektiv bylo nahodné objeveni
kryoprotektivnich vlastnosti glycerolu Polgem a kolegy roku 1949 nésledované objevem
dimethylsulfoxidu Lovelockem a Bishopem roku 1959. Od této doby se empiricky, metodicky
a systematicky zlepSily vysledky kvality spermatu po rozmrazeni az tak, Ze pifi dodrZeni
ideélnich podminek mohou byt vysledky zabteznuti po inseminaci mrazenou davkou podobné
uspésné jako prirozena reprodukce. Ackoli literatura uvadi pramér okolo 45-50% dle
standardnich inseminac¢nich protokolt (Gibb, 2016).

Glycerol je pivodem fecky vyraz znamenajici ,,sladky“. Objeven byl v roce 1779

Svédskym chemikem Carlem W. Scheelem. Pfirozené se vyskytuje v ZivociSnych a rostlinnych
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tucich, ale Ize ho derivovat i z petrochemickych surovin. Ve vod¢ je rozpustny. Je bez zapachu
a barvy. Bodu varu je dosazeno pti 290°C, rozpousti se pii 18.2°C. Ma Siroké vyuziti napf.
V potravinafrstvi, 1ékafstvi nebo kosmetice (Pagliaro, 2010). Stal oblibenym kryoprotektivem
napfi¢ druhy. Znacné se prosadil zejména u konzervace byciho spermatu. Oproti tomu u hiebcti
zapricinujici poskozeni mrazem dle experimentalnich studii jsou toxicita z nerovnomérného
promiseni a osmoticky stres zplisobeny dehydrataci tfedidla a bunék béhem mrazeni a
nasledného rozmrazeni. Vysledkem pouziti tohoto kryoprotektiva pti koncentraci 3.5% je
zlepSeni pohyblivosti, zivotaschopnosti a mitochondridlntho membranového potencialu
spermii. Mechanismem ucinku glycerolu je stabilizace membrany, coz vysvétluje lepsi
zivotaschopnost. Pouzitim nelze ptedejit defektim akrozomu. Bylo zjisténo, Ze metylformamid
V4.7 % koncentraci ve spojeni s 2.3 % glycerolem zlepSuje Zivotaschopnost a celkovou
motilitu. Byly naméfeny hodnoty motility 70 = 4.00 (v %), a zivotaschopnosti 44.65 + 4.36 (v
%). Avsak nebyly pozorovany vyrazné rozdily mezi dal§imi kombinovanymi kryoprotektivy.
Celkovd motilita po rozmraZeni, membranovy potencidl a poSkozeni akrozoému bylo
srovnatelné. Zakladem kryoprotektivniho fedidla byla INRA96 s 2.5% vajecného zloutku (Wu,
2015).

Etylen glykol je vysoce viskdzni s vodou misitelna bezbarva tekutina sladké chuti. Bodu
varu dosahuje pfi teplot¢ 197,6°C. Je hydroskopicky. Ptfi smichéni s vodou tvofi pomalu
mrznouci smés (Burdick, 2010). V Moorové experimentu za pouziti zakladniho fedidla na
mlécné bazi bylo zjiSténo, Ze oproti glycerolu vykazuje etylen glykol horsi vysledky,
hodnotime-li celkovou motilitu a progresivni motilitu. Zivotaschopnost spermii byla
srovnatelnd. Nutno zdUraznit, Ze velice zaleZi na koncentraci kryoprotektiva. Dobrych vysledki
bylo dosazeno pii koncentracich 0.6-0.9 ml/l. Né&kolik studii prokézalo, Ze u hiebcil s hiie
mrazitelnym semenem je vhodnym fesenim pravé uziti ethylen glykolu ¢i dimethyl foramidu
(Moore, 2006). Dale bylo prokazano, Ze pouzitim ethylen glykolu nelze ptedejit defektim
akrozomu (Wu, 2015).

Glutamin je hlavnim zdrojem dusiku pro mnoho tkéni a metabolickym zdrojem pro
rychle se délici bunky. V organismu je vyuzit pro transport amoniaku do jater (Bender, 2012).
Bylo zjisténo, ze ptidanim 50 mM glutaminu do média slozeného z INRA 82 a 2.5% glycerolu,
se po rozmrazeni zlepSila motilita. V tomto piipadé vSak zalezi na mrazitelnosti semene.
Progresivni motilita po rozmrazeni je zvySena o vice nez 30 % u hiebcll, ktefi maji
bezproblémoveé nebo piijatelné mrazitelné semeno. Timto zpiisobem se 1ze vyhnout nebo

alespon zredukovat toxicitu glycerolu a zlepsit fertilitu semene. Pti vysSich koncentracich
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glutaminu se ukazala jeho osmoticka toxicita. Hypoteticky plsobi glutamin ve spojeni
s glycerolem synergicky. Nezavisle na glycerolu mad akéni mechanismus hrajici roli
v extracelularnim prostoru spermii (Khlifaoui, 2005).

Caceres je fedidlo patentované Spanélskou univerzitou v Extemaduie. Zakladem
je odtuénéné mléko, ke kterému je piidana kombinace 1.5 % glycerolu a 1.5 %
dimethylforamidu. V pokusu byla pro porovnani testovana fedidla INRA-96 doplnéna o 2 %
vajecného zloutku a 2.5 % glycerolu, a Ghent. Kone¢na koncentrace spermii ve vzorcich byla
standardnich 100 x 10% v ml. Poté byly spermie pomalu schlazeny na 4°C a plnény do 0.5 ml
plastovych bréek, nasledné byly zmrazeny. Po 4tydennim uskladnéni byly vzorky po dobu 30
s rozmrazovany ve vod¢ o teploté¢ 37°C. Motilita byla méfena po 60 min inkubaci pfi teploté
38°C. Stav akrozému byl stanoven priitokovou cytometrii po 30 minutach kultivace ve tmé pii
teploté 38°C. Dale byl posuzovan mitochondridlni membranovy potencidl, membranové zmény
a zivotaschopnost bunék. Vysledkem pokusu je, ze motilita cerstvého i rozmrazeného semene
byla v pfipadé Caceres fedidla vyrazné¢ vys$i nez u vzorkl s Ghent a INRA9GEYG.
Homogennégjsich vysledkl po rozmrazeni dosahovalo fedidlo Caceres s hodnotami mezi 23 az
52 %, nejvariabilngjsi vysledky motility vykazovalo fedidlo Ghent s hodnotami od 7.5 do 52 %
(Obrazek 3.16) (Morillo, 2011).

Caceres Ghent INRASBEYG
TM% 404 +1467° 288+ 19.71° 235+1239°
LM% 122 +6.88% 85+8928 55+452°
VCL (um/s) 375+7.40%° 35.0+967%° 325+6.75°
VAP (um/s) 204+417%° 18.9+4.98%° 17.5+ 3.49°
VSL (um/s) 15.0 + 3.54 13.6+4.70 129+ 3.30
a.b within a row values with different superscripts are statistically different (p < 0.05)

Obrazek 3.16: Motilita analyzovana systéemem CASA, ejakulaty od 7 hirebcii mrazené ve tirech
redidlech. Experiment opakovan 6% u kazdého hiebce. TM — celkova motilita; LM — linearné

motilni; VCL — cirkuldarni; VAP — priumérnd, VSL —rychlost v primém pohybu (Morrillo, 2011).

V¢eli med je bohatym zdrojem sacharidi fruktézy a glukdzy, mineralt napiiklad
hot¢iku, drasliku, vapniku, chloridu sodného, siry, zeleza, fosfati a kyseliny kavové, CAPE,
vitamind B1, B2, C, B6, BS a B3. Ve smési s vaje¢nym fedidlem bylo prokazéno pozitivni
pusobeni na motilitu (Obréazek 3.17), na pomér Zivych a mrtvych spermii a na Zivotaschopnost
kozliho semene. Pokusy byly provadény i na by¢im a beranim semeni. V humanni mediciné

byl med spésné pouzit jako kryoprotektivum v 10% koncentraci. U koni bylo dosazeno
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nejlepsich vysledkd pii 3% koncentraci. Redidlo bylo pfipraveno smisenim 1 ml medu s 9 ml
destilované vody, tim bylo dosazeno 10% roztoku. Poté byl smisen S modifikaci INRA-82
v poméru 1.5/3.5 ml, tzn. vysledny objem 5Sml. Po kryokonzervaci byla vyrazné zlepSena
membranova a akrozomalni integrita, motilita a index zivotaschopnosti. Pouziti medu je navic
vitanou prevenci vzniku ledovych krystald. Diky vysoké molekularni hmotnosti pisobi
fruktoza a glukdza jako nepenetrujici extracelularni kryoprotektant, ktery udrzuje osmotickou

rovnovahu (El-Sheshtawy, 2016).

Honey enrichment % Motility after thawing (arcsin values)

Oh 1h 2h 3h
HEMI 0% (control) 4167 £1.67°* 3667 +4.41° 3167+441° 2500+289
HEMI 1% 4333 +1.67° 40.00+289°° 33.33+333° 2667 +167
HEMI 2% 55.00 £+ 2.89% 48.33 +1.67%° 4167 +1.67%° 35.00 +289°
HEMI 3% 63.33 £+ 1.67 56.67 £1.67° 5167+167° 4500 +289°
HEMI 4% 5833+441% 5167+333% 4500+289%° 4167 +1.67%°
HEMI 5% 48.33 + 441 4167 £3.33%° 3833 +4.41° 31.67 +4.41
F-value 8.04 6.33 5.26 7.70
P < 0.0016 0.004 2 0.0087 0.0019

Obrazek 3.17; Efekt pridavku medu do modifikované INRA-82, vliv na motilitu u
arabského koné (El-Sheshtawy, 2016).

Potencial cholesterol-loaded cyklodextrinti (CLCs) byl objeven hned nékolika tymy.
Zajmem bylo vyvinout kryotedidlo vyrobené z latek neZivoc€isného privodu, které by tispésné
nahradilo fedidla na zloutkovém zaklad¢. Vzhledem ktomu, Ze hlavnim faktorem
predisponujici hieb¢i spermie k chladovému Soku, je pravdépodobné nizsi obsah cholesterolu
a fosfolipidi ve spermatické membrang, se zda, Ze CLCs budou velkym prilomem
Vv kryokonzervacnich technologiich. Pfidanim CLCs je zlepSena osmoticka tolerance, tekutost
(fluidity) a prostupnost plasmatické membrany ke kryoprotektiviim, coz ma za nasledek
zlepSeni membranové integrity po rozmrazeni (Gibb, 2016). Pokusem bylo zjisténo, ze
pfidanim 1.5 mg CLC/CnLC je vyrazn& zvySena progresivni motilita, a to jak u Cerstvych
spermii, tak i rozmrazenych. V druhém pokusu byla testovana vazba spermii na perivitelini
membranu slepiciho vejce. Bylo zjisténo, Ze se 1épe vazaly spermie fedéné s cholestanol-LC
(Moraes, 2015). Hlavnim pfedmétem zajmu dal§iho vyzkumu je vélenovani CLCs do

spermatické membrany. Spermatickd membrana miize dosdhnout takové stability, ze je
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nasledné neschopna projit membranovou remodelaci, ktera je nezbytnd béhem kapacitace a
akrozomalni reakce, a tim mize dojit ke sniZzeni oplozeni schopnosti (Gibb, 2016).

Zda se, ze nejlepSim kandidatem s podobnymi mechanismy ucinku nahrazujicim
zloutek, je fosfolipid na rostlinné bazi. Fosfatidylcholin je fosfolipid, ktery se nachazi
Vv membranach, a je hlavnim komponentem jak vajeéného Zloutku, tak i s6ji. Ackoli byl s6jovy
fosfatidylcholin s Gspéchem pouzit jako nahrazka zloutku pii kryokonzervaci beraniho
spermatu, tak i v in-vitro vysledcich kryokonzervace hieb¢iho spermatu se zdalo, Ze funguje
stejné jako u spermii konzervovanych vajecnym Zzloutkem. AvSak rozsahly test fertility
realizovany Papem a kolektivem ukdzal, Ze navzdory slibnym in vitro vysledkiim, hiebci
spermie konzervované sojovym fosfatidylcholinem neprokazaly komeréné piijatelné vysledky

plodnosti (Gibb, 2016).

3.6.3 Postup vyroby Cerstvé a chlazené inseminacni davky

Po odbéru je semeno mikroskopicky vySetieno, koncentrace a motilita by méla byt
stanovena do 5 minut po ejakulaci (Katila, 1997). Stanovena je pomoci hematologické miizky
pod optickym mikroskopem pti 200x zvétSeni (Freitas, 2016). Az do nafedéni musi byt udrzena
teplota 37°C, kterou se predejde zbyte¢nému poskozeni. Redidlo spermie chrani, takZe je
rozhodné spravnych krokem jeho pouziti, i kdyz je inseminace provedena ve velmi kratkém
casovém odstupu. Predpoklada se, Ze klisny vnimavé k endometritidé mohou v pozitivnim
slova smyslu tézit z antibiotik v fedidle obsazenych. Kenneyho fedidlo, bylo totiz pivodné
predstaveno jako soucdast techniky, ktera méla plisobit preventivné a minimalizovat moznost
infekce pfi zapousténi. Pii fedéni je doporuceno dodrzet pomér alespoii 1:1. Pomér je pouzivan
pro Klisny inseminované piimo na farmé nékolik hodin po odbéru.

Koncentraci spermatickych bun¢k je mozné upravit centrifugaci. Tu provadime 9 az 18
minut pi1 400-500xg, supernatant je posléze odstranén. Pelety se semenem jsou doplnény
fedidlem na pozadovanou koncentraci. Pfi této proceduie jsou vzdy néjaké spermie poskozeny
a vzdy je snizena motilita, kterd se do hodiny sama upravi. Alternativou k centrifugaci je odbér
pouze frakce semene, ktera je bohata na spermie. Chlazeni sniZzuje metabolickou aktivitu
spermii, omezuje mikrobialni rist a prodluZzuje Zivotaschopnost. Pro skladovani po dobu do 24
h, je osvédcena teplota 20°C. Pti skladovani delsSim nez 24 h je vhodnéjsi zvolit nizsi teploty
v rozmezi 4-6°C. Zchlazovat se doporucuje pomalu rychlosti 0.1°C/min. Pokud je semeno
plnéno do plastovych stfikacek, méla by byt pouzita ochrannd netoxicka plastova cepicka

(Katila, 1997). Semeno lze také plnit do plastovych netoxickych sackt, zatavenych vlozek do
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kojeneckych lahvi nebo do plastovych kontejnerti. Vzdy by mélo byt ulozeno v anaerobnich
podminkach (Dascanio, 2014).

Pfi inseminaci Cerstvym spermatem je pro dosazeni uspokojivych vysledkii umélé
inseminace, doporufovana Gasem provéfena koncentrace 250-500x10° progresivné se
pohybujicich spermii (PMS). Obecné¢ je doporu¢ovana horni hranice spektra. Pivod doporuceni
neni uplné dobfe znam. Vétsina pivodnich praci zabyvajicich se inseminaci pochazi z Ruska a
Vychodni Evropy 1. poloviny 20. stoleti. Tehdejsi vyzkumy se vSak vice zaméiovaly na vliv
fedidel nez na pocet spermii. Teprve az druha polovina 20. stoleti zacala klast na ¢isla vétsi
diraz. Teprve Pickett a Voss zadali zdiirazilovat potfebu dosazeni poétu 500x10° PMS. Kenney
et al. dokazal, ze pro uspé$né zabieznuti staci davka o poétu 100x10°% PMS. Prace, které ve
stejném obdobi zkousely davky o 50x108 PMS uz tispésné nebyly. Picket et al. poukazuje na
fakt, Ze za horSich podminek, pouziti podfadnéjsiho fedidla, ¢i Spatného managementu okolo
koni, je lepsi se drzet dogmatu 500%x10° (Brinsko, 2006).

Nejvice vyuzivanym transportnim kontejnerem se stal Equitainer, ktery je schopen
udrzet teplotu 5°C po dobu 48 h. Existuji dalsi alternativy v podobé Expecta-foal, Salsbro Boxu,
Sarstedt ¢i Celle-container (Katila, 1997). Pro chlazené semeno piepravované v Equitaineru,
byla stanovena koncentrace v davce na 1x10° PMS. Cislo vychazi z predpokladu Picketta a
Vosse, ze pti transportu hyne 50 % spermii. Pochopitelné pocitali s vychozi koncentraci
500x10°. Od té doby se leccos zlepsilo, pocty viak ziistaly stale stejné. Dnesnim standardem
pro semeno skladované déle nez 12 h, je fedéni semene obsahujici 1x10° PMS v poméru 1:3
gluk6zo-mléénym fedidlem s pfidavkem antibiotik tak, aby vyslednd koncentrace spermii
uchovavaném pii teploté 4-6°C dosahla 25-50x10%/ml (Brinsko, 2006). Nejlepsich vysledki je
ovSem dosazeno, pokud neni semeno fedéno a inseminovano je bez prodleni. To by ale
znamenalo popfit nespornou vyhodu umélé inseminace, kterd umoznuje oplodnit vice klisen

jednim ejakulatem. Metoda je spiSe vyuZzivana jako posledni zachrana (Morel, 2008).

3.6.4 Postup vyroby mraZené inseminacni davky

Vyhody mrazeného semene spocivaji v dlouhodobém uchovéni genetického materialu,
zajiSténi a dalSiho vyuziti hiebce pfi neCekaném uhynu, nachéazi se vzdy po ruce a je snadno
celosvétove transportovatelné. Bohuzel spermie nékterych hiebct jsou prakticky nemrazitelné
(Dascanio, 2014). Fertilita mrazeného semene se pohybuje mezi 32-73 % na cyklus a 56-89 %
na sezonu. Je ovlivnéna faktory, jako jsou kvalita semene, vybér hiebce, davka, klisna a jeji

management (Loomis, 2001).
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Proces je zpocatku stejny jako u chlazené¢ho semene. Semeno je odebrano a vySetteno,
poté je fedéno v predehifatém mlécném fedidle na 37°C. Podle odhadované koncentrace spermii
se piidava specialni roztok uréeny na centrifugaci (AndroColl™, EquiPure™). Ten je aplikovan
do konické centrifugacni trubice, na n¢j je umisténo nafedéné semeno a to je znovu zalito
EquiPure™. Trubicky se umist’uji proti sobé&, aby byla centrifuga vyvazena. Centrifugujeme na
nejvyssi otacky, potom pomalu ubirame, naptiklad u semene s parametry celkové motility vyssi
nez 50% pokracujeme pii rychlosti 300xg po 20 minut. DosaZeno je koncentrace 200-
400x108/ml (Dascanio, 2014). Nejlepsi kvality spermii a integrity je dosaZeno pii centrifugaci
pii 600xg po dobu 10 minut (Ramires Neto, 2013). Po centrifugaci je aspiraci odstranén
supernatant obsahujici pfevazné semennou plasmu. Zhruba 5 %, ale nadale zlstava a plni
ochranou funkci (McKinnon, 2011). Odstranit semennou plasmu mizeme také pomoci filtrace.
Kdy je semeno standardné nafedéno v poméru 1:1 a naneseno na hydrofilni membranu filtru.
Filtr je pfipevnén na plastovy ram. Filtrem proteCe 90-95 % semenné plasmy, spermie jsou
zachyceny. Posléze jsou zachycené spermie doplnény o kryofedidlo ve vhodném poméru. Pti
pouziti filtru byl pocet vzpamatovanych spermii po manipulaci vyssi nez po centrifugaci — 89%
vs. 81% (Ramires Neto, 2013). Semeno je fedéno kryotfedidlem a plnéno automaticky nebo
manualné do 0.5 ml pejet popsanych jménem hiebce, pouzitém fedidle a datu plnéni. Pejety
jsou utésnény tmelem nebo jilem pouzivanym pfi stanoveni hematokrytu. Umistény jsou na
ocelovy stojanek a pomoci tekutého dusiku mrazeny v polystyrenovém boxu. Nejdiive jsou asi
10 minut ponechdny 3 cm nad dusikem. Jakmile teplota dosahne -120°C, jsou pejety se
spermiemi zasunuty do polyethylenovych poharkti a mohou byt ponoteny do nadoby tekutého

dusiku (Dascanio, 2014).

3.6.5 Kryokonzervaci indukovana poskozeni

Pfidani i odstranéni kryoprotektantu v molarnich mnozstvim ptisobi vyrazny piechodny
osmoticky stres na plasmatickou membranu spermie v zavislosti na relativni permeabilité
kryoprotektiva. Pouzivanymi kryoprotektivy u savcl jsou glycerol, vyjime¢né dimethyl
sulfoxid. Ta navozuji osmoticky stress. Spermie jsou velmi citlivé na néktera kryoprotektiva,
ktera jsou pro né vyrazné cytotoxicka, a¢ se bézné pro jiné bunky uspéSné pouzivaji. Stres
pusobeny tvorbou ledovych krystalki je pfevazné spojovan s doprovodnymi osmotickymi
tlakovymi zménami v nezmrzlé frakci. Ve fazi, kdy je roztok zchlazen pod bod mrazu ledové
krystaly nukleui a voda krystalizuje ven jako led. Rozpusténé latky jsou rozpoustény ve zbytku
frakce kapalné vody a osmoticka sila roztoku stoupd. MnoZstvi vykrystalizované vody a

osmoticky tlak zbylého roztoku je zavisly na teploté. Cim niZsi teplota, tim méné je nezmrzlé
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frakce a tim siln€jSi jsou osmotické sily roztoku. Je vSeobecné znamo, ze doba vystaveni
takovymto zméndm ma byt minimalizovana a zchlazovani mé probihat svizné€, pro optimalni
mnozstvi prezivsich bunék. Avsak, zchlazovani musi probihat tak pomalu, aby bylo vodé
osmozou umoznéno vystoupit z bunék a predchazet intracelularni formaci krystala, ktera je pro
bunky letalni. Pokud je zndma buné¢na permeabilita pro vodu a aktivacni energie, mélo by byt
mozné predvidat maximalni rychlost zchlazovani, kterd je slucitelnd s osmotickou rovnovahou
a stanovuje tak optimalni kryokonzervacni protokoly.

Skutecnosti je, ze jednotlivci jsou klasifikovani jako dobfe nebo Spatné mrazitelni, coz
napovida tomu, ze struktura membrany je geneticky determinovana a predisponuje k schopnosti
ptezit pod kryopreserva¢nim stresem (Watson, 2000). Mnoho $kodlivych efektt vyvolanych
kryokonzervaci mize byt pficteno osmotickému stresu. Vysledkem plsobeni osmotického
stresu je poruseni membrany, DNA a produkce reaktivnich castic kysliku, které zplsobuji
piedcasné, kapacitaci podobné zmény (Gibb, 2016). Pokusy modifikovat slozeni lipida
nepiinesly zadné vyrazné benefity, pravdépodobné zahrnuti dalSich prvkli membrany se jevi
jako dilezitgjsi (Watson, 2000).

Vyznamnym prilomovym objevem bylo zjisténi, Ze zchlazené a znovuohtaté spermie
se chovaji, jako kdyby byly kapacitovany. Zchlazené spermie vykazuji zvySeny volny
intracelularni Ca®*, coz je typické pro kapacitované spermie. Tyrozinové fosforilace se, ale u
ohfatych spermii 1i§i. ZhorSeni motility je dalSim pozorovatelnou charakteristikou
kryokonzervovanych spermii. MenSina vykazuje intenzivni posun a naopak vétSina intenzivni
stupeit poskozeni. Dal$im druhem je oxidativni poSkozeni funkce spermie. Jde o obtizné
feSitelné téma, protoze urcity stupenn superoxidovych radikalti pozorujeme pti akcich, které
predchazeji oplozeni (Watson, 2000). Vyzkumy prokazaly, ze proces kryokonzervace a
rozmrazovani u spermii snizuje akrozomalni celistvost, zivotaschopnost a pohyblivost, a to u
vSech zkoumanych druhti véetné koné. Existuji dukazy, ze kryokonzervace porusuje ty useky
DNA, které obsahuji geny odpovédné za uspé$né oplozeni a normalni embryonalni vyvoj
(Gibb, 2016).

3.6.6 Konzervace epididymalnich spermii

Pfi neocekdvaném uhynu hiebce je pro majitele ztracen hodnotny geneticky material.
Pokud nebyly od hiebce zmrazeny inseminacni davky, je moznost odebrat varlata a izolovat
spermie z ocasu nadvarlete a chamovodu. Toto lze provést i po eutanazii, ale pokud majitel vi,
ze hiebec bude utracen, je lepsi odbér provést jesté pred eutandzii. Spermie negativné ovliviiuji

latky v injekci pouzité.
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Pti odbéru varlat by méla co nejvétsi ¢ast chamovodu zistat s varlaty spojena. ZvysSena
opatrnost pii odbéru je na misté, kazdé zbytecné poskozeni tubuldrni tkdné zpisobuje
prosakovani a ztratu spermii. Konec chamovodu je vhodné zaSit. Pro odstranéni krve a
nezadoucich tkani, je odebrany materidl omyt v teplém (37°C) a sterilnim Ringerové roztoku
s laktatem. Tkan¢ jsou umistény do sterilniho plastového sacku, naptiklad porodnické rukavice.
Tkan€ nesméji béhem piepravy vyschnout, k tomu tcelu je do sacku aplikovano 5 ml Ringerova
roztoku s laktatem. Sacek je vhodné vakuovat. Bali¢ek se obvykle bali do bézného kontejneru
pouzivaného pro piepravu chlazeného semene. Cim diive varlata dorazi do laboratofe ke
zpracovani, tim vice zivotaschopnych spermii je mozné odebrat. Doporucena doba od odbéru
do zpracovani je 12 hodin, urcité¢ ne vice nez 24 hodin. Mnozstvi, které jsme schopni pro
kryokonzervaci odebrat, se pohybuje okolo 10-15 miliard spermii. To se rovna 12-20
insemina¢nim davkam.

Pohyblivost spermii odebranych z nadvarlete je nizs$i nez ejakulovanych spermii. To je
zptisobeno nepfitomnosti semenné plasmy z ptidatnych pohlavnich zlaz. Ptidavek semenné
plasmy hiebce s vynikajici plodnosti, mize pomoci zvysit motilitu a oplozovaci schopnost
spermii z nadvarlete. NejlepsSich vysledku je dosaZzeno u spermii zpracovanych v intervalu 12-
24 hodin po odebrani varlat. Veskeré zpracovani se déje pti pokojové teploté, Cistém prostredi
a za pouziti sterilnich nastrojii. Od téla nadvarlete se oddéli ocas a chamovod. Na kazdy konec
je umistén hemostat, ktery zabranuje odtoku spermii. Hlava a télo nadvarlete se vyhazuje.
Veskera krev, kterad by se na vzorcich objevila, se musi odstranit pomoci teplého Ringerova
roztoku a prebytecnd tekutina je gdzou z povrchu odsata. Vhodnou metodou zpracovani a
odbéru spermii je pouziti vzduchu a 5 ml teplé semenné plasmy odebrané od hiebce, u n€hoz
zname fertilitu, naplnéné do 20 ml stfikacky. Stiikacka je nasazena na upraveny konec pipety
a vloZena do otevieného konce chdmovodu. Jemnym tlakem je propldchnut chamovod a
nadvarletni ocas. Pokud je tfeba, je k evakuaci spermii pouzito jest¢ 10-20 ml vzduchu.
Rozmrazené epididymalni spermie jsou vhodnym kandidatem pro pouZiti k intracytoplasmické
spermatické injektazi. Epididymalni spermie u této metody dosahuje srovnatelnych Cetnosti
zabteznuti jako pfi pouZiti mraZenych ejakulovanych spermii. U hiebet trpicich chronickym
onemocnénim, jejichz spermie jsou potencidlné vystaveny endotoxiniim nebo ur¢itym druhiim
1é¢iv, o¢ekavame Spatné zotavovani zivotaschopnych spermii (Dascanio, 2014).

V pokusu, ve kterém byla zahrnuta varlata Sesti hiebcii (2-25 let) po volitelné kastraci, a
ktery se zabyval zvolenim nejlepSi techniky pro zotaveni spermii odebranych z ocasu
nadvarlete, a dale efektu pfitomnosti antioxidanti a mrazicich fedidel na motilitu mraZenych

spermii po rozmrazeni bylo zjisténo, ze ptidavek antioxidantli nemd na vysledné parametry
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vliv. Avsak velky vliv m¢lo fedidlo k mrazeni pouzité. Celkova motilita po rozmrazeni byla
vyrazné vys$i u BotuCrio® fedidla nez u Lactose EDTA. Progresivni motilita po rozmrazeni
vykazovala podobnou tendenci. Vysledky mezi pouzitim metod proplachovani a plaveni
spermii z nadvarlete se vyrazné nelisily (Coutinho da Silva, 2008).

Studie na equinnich epididymalnich spermiich prokézaly, ze bunky dokazi ptezit pti
pokojové teploté po 24 hodin od kastrace, a mohou byt vyuzity v umélé inseminaci ¢erstvym
nebo mrazenym semenem, a vyustit v uspésné zabieznuti. Bylo prokazano, Ze spermie ziskané
Z epididymu a nafedéné vhodnym fedidlem, mély hodnoty progresivni motility podobné
spermiim odebranym pomoci umélé vaginy, ackoli po zmraZeni a rozmrazeni je fertilita
V porovnéni s ejakulovanymi spermiemi vyrazné niz$i. V testu kryokonzervace provedené
Bruemmerem a kolektivem v roce 2002 nebyl zjistén rozdil mezi vzorky, které byly napied
zchlazeny na 5°C a po 24 h skladovany a témi, které byly okamzité¢ mrazeny. Pro maximalizaci
uspésného zabtfeznuti je nezbytné vlastni inseminaci dobfe nacasovat tzn. tésné pied a po
ovulaci. Nekteré studie dokonce doporucuji inseminovat davkou s nizkym poctem
epididymalnich spermii za pouziti hysteroskopie ptimo do délozniho rohu. Morris v roce 2004
uvedl, Ze za pomoci hysteroskopie a koncentrace 200x10° gerstvych spermii dosahl zabieznuti

ve 45 % pripadi (Papa, 2008).
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4 Zavér

Um¢la inseminace je v dne$ni dobé neodmyslitelnou soucasti chovu a to predevs§im
sportovnich koni. Chovateliim umoziiuje celosvétove pln€ vyuzivat nejlepsi hiebce soucasnosti,
a diky mrazenému semeni i vyborné hiebce minulych dekad, ktefi se v produkci sportovnich
koni osvédcili a jejich geny jsou v rodokmenech vice nez zadouci. Déle jsme schopni
kryokonzervaci udrzet geneticky materidl méalo pocetnych nebo geneticky cennych plemen.
Vyuziti chlazenych davek ma ekonomické vyhody. A to jak pro drzitele hiebct, kteti jsou
schopni Iépe pokryt poptavku, tzn. z jednoho odbéru vyrobit vice fertilnich davek, a kontrolovat
kvalitu. Tak pro majitele klisen, ktefi usetii na prepravé, snizi riziko zranéni a infekce, a usetii
Klisnu stresu z ciziho prostfedi. Vyroba insemina¢ni davky neni zdaleka dokonale probadana a
stale je, co zlepSovat. Hieb¢i spermie jsou oproti by¢im mnohem nachylnéjsi na toxické
pusobeni nejuzivangjs$iho kryoprotektiva - glycerolu. Pfi mrazeni dochdzi vlivem intracelularni
a extracelularni krystalizace snaze k poskozeni membran. Déle jsou spermie citlivé na chladovy
Sok. Vyzkum vhodného kryoprotektivniho ftedidla, které by umoznovalo dosdhnout
srovnatelnych parametrii mezi mrazenym a chlazenym ejakulatem je stale aktualni. Pro
dosazeni nejlepsich vysledkii uspésného zabteznuti je vhodné pouzivat hotové standardizovana
fedidla. Reprodukce je oborem, kde vyznamnou roli hraje lidsky faktor. Jediné¢ vybérem
vhodného rodi¢ovského paru, zkuSeného insemina¢niho technika a kvalitniho centra, ktera

davky ptipravi, 1ze dosahnout umélou inseminaci srovnatelné i lepsi $ance zabiezavani klisen.
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