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Analyza kvality ejakulatu berant Sumavské ovce v

ruznych fazich kryokonzervace
Souhrn

Cilem prace bylo zhodnotit vliv vnitinich faktorti, v naSem ptipad¢ vliv véku a Cetnosti
vrhu plemenika, na kvalitu spermatu béhem procesu kryokonzervace a po ném. Navazujicim
cilem bylo zhodnotit zmény kvality spermatu béhem postupu kryokonzervace. Pro expriment
byli pouziti berani plemene Sumavska ovce. Toto plemeno patii mezi geneticky ohrozené druhy
hospodaiskych zvifat a bylo proto zafazeno mezi genetické zdroje Ceské republiky. Pro
zachovani genetické rozmanitosti tohoto plemene je dulezity spravny vybér plemenikt pro
proces kryokonzervace.

Plemenici byli rozdéleni do ¢ty skupin podle véku (1,5, 2,5, 3,5 a 4,5 let). Dale byli
rozde€leni podle Cetnosti vrhu, ve kterém se narodili, na jedinacky a dvojcata. Pro hodnoceni
parametrQ kvality spermatu byly pouzity metody CASA a priitokova cytometrie. Hodnoceni
spermatu probihalo pied ekvilibraci, po ekvilibraci a po kryokonzervaci.

Kvalita spermatu béhem kryokonzervace postupné vyznamné klesala. Od vysetieni
spermatu pted ekvilibraci doslo béhem procesu kryokonzervace K poklesu celkové motility
spermatu 0 53,5 %, k poklesu progresivni motility o 38 % a k poklesu bun¢k s intaktni
plazmatickou membranou a akrozomem o 47 %.

Vliv véku a Cetnosti vrhu se na kvalité spermatu odrazi nasledujicim zptisobem. Pied
ekvilibraci dosahovali lepsi kvality spermatu plemenici staii 2,5, 3,5 a 4,5 roku a plemenici,
ktefi pochazeli z dvoj¢at. Po ekvilibraci nebyl prokazan nijak vyznamny rozdil kvality spermatu
mezi vékovymi kategoriemi a ¢etnost vrhu neméla na kvalitu spermatu prokazatelny vliv. Po
kryokonzervaci byla zjisténa lepsi kvalita spermatu u plemenikd starych 3,5 a 4,5 roku.
Prokazateln¢ lepsSich vysledkt pak dosahovali plemenici z vicecetnych vrhi.

Vysledky experimentu potvrdily, Ze pro proces kryokonzervace spermatu je lepsi vyuzit
star§i plemeniky ve véku 3,5 — 4,5 let a plemeniky, ktefi pochézeji z dvojcat (viceCetnost vrhu).
Praveé tito jedinci méli nejlepsi kvalitu inseminacnich davek po kryokonzervaci.

Ziskané vysledky mohou do budoucna slouzit jako voditko pro vybér plemeniki
vhodnych pro proces kryokonzervace, a to zejména u Sumavskych beranti. Vybér plemenika
s tendenci odolavat kryoposkozeni spermatu, mize ptispét ke zlepSeni kvality konzervovanych

inseminacnich davek a k uchovani cenného genetického materialu po delsi casové obdobi.

Kli¢ova slova: Pritokova cytometrie, CASA, genové rezervy, insemina¢ni davka, sperma



Analysis of Sumava ram ejaculate quality in different

stages of cryoconservation
Summary

The aim of the work was to evaluate the influence of internal factors, in our case the influence
of age and litter frequency of the sire, on sperm quality during and after the cryopreservation process. A
subsequent aim was to evaluate changes in sperm quality during the cryopreservation procedure. For the
experiment, rams of the Sumava sheep breed were used. This breed belongs to the genetically
endangered species of farm animals and was therefore included among the genetic resources of the
Czech Republic. To preserve the genetic diversity of this breed, the correct selection of breeders for the
cryopreservation process is important.

The offspring were divided into four groups according to age (1.5, 2.5, 3.5 and 4.5 years). They
were further divided according to the frequency of the litter in which they were born into an only lambs
and twins. CASA and flow cytometry methods were used to evaluate sperm quality parameters. Semen
were evaluated before equilibration, after equilibration and after cryopreservation.

Semen quality gradually decreased significantly during cryopreservation. From examination of
sperm before equilibration, there was a 53.5% decrease in total sperm motility, a 38% decrease in
progressive motility, and a 47% decrease in cells with an intact plasma membrane and acrosome during
the cryopreservation process.

The effect of age and litter frequency on sperm quality is reflected in the following way. Before
equilibration, 2.5, 3.5 and 4.5-year-old sires and sires that came from twins achieved better sperm
quality. After equilibration, no significant difference in sperm quality between age categories was
demonstrated, and litter frequency had no demonstrable effect on sperm quality. After cryopreservation,
better sperm quality was found in 3.5 and 4.5-year-old studs. Proven better results were achieved by
sires from multiple litters.

The results of the experiment confirmed that it is better to use older sires aged 3.5-4.5 years and
sires that come from twins (multiple litters) for the sperm cryopreservation process. These individuals
had the best quality of insemination doses after cryopreservation.

In the future, the obtained results can serve as a guide for the selection of studs suitable for the
cryopreservation process, especially for Sumava rams. The selection of studs with tendencies resistant
to sperm cryodamage can contribute to the improvement of the quality of preserved insemination doses

and to the preservation of valuable genetic material for a longer period of time.

Keywords: Flow cytometry, CASA, gene reserves, insemination dose, sperm
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1 Uvod

Ovce patii mezi nejstarsi chovana hospodarska zvitata na nasem uzemi. V soucasné dobé
je vSak mnoho ptvodnich plemen ovci ohrozeno ztratou genetické rozmanitosti. Hlavnimi
divody jsou tlak moderniho zemédélstvi a vytlacovani pivodnich plemen modernimi plemeny.
Pro genetickou diverzitu plemen ovci je dulezita dostate¢na zakladna zvitfat. To je hlavnim
problémem plivodnich plemen ovci, jelikoz jejich pocty jsou nizké a praktikdm imbreedingu
pfi Slechténi se Ize vyhnout jen s tézi. Zachovani piivodnich plemen ovci je dalezité z hlediska
jejich houZevnatosti a prizpusobivosti, coZ je cennd vlastnost pii dnesni zméné podnebi
(Machova et al. 2021, Machova et al. 2023).

Jednim z néstrojl pro zachovani ptivodnich plemen mize byt vyuziti umélé inseminace.
Ta neni v dnes$ni dob¢ pfili§ praktikovana, jelikoz je lepSich vysledkii reprodukce dosahovano
piirozenou plemenitbou. Hlavnim problémem je Spatna kvalita insemina¢nich davek berani.
Sperma beranli mé Spatné kryokonzervacni vlastnosti kviili nachylnosti na zménu teplot pfi
mrazeni. Dal§im problémem je uméld inseminace ovci, kterd je komplikovéana fyziologickou
stavbou reproduk¢éniho ustroji samice. V soucasné dob¢ vsak dochazi k rozvoji v tomto odvétvi,
a tak by do budoucna mohlo dojit k béZznému vyuzivani umélé inseminace v chovech.

Pro zlepSeni vysledkl inseminace je dilezité pouziti kvalitnich inseminacnich davek,
které maji dostacujici oplozovaci schopnosti. V tomto ohledu mé smysl zkoumat vlivy, které
ovliviuji kvalitu spermatu zejména po kryokonzervaci. Pokud zndme vlivy piisobici na kvalitu
spermatu, jsme schopni ovlivnit vybér plemeniki a postup konzervace spermatu tak, abychom
dosahli lepsich reprodukénich vysledkd.

Um¢la inseminace ma fadu benefitd (napf. maximalni vyuziti genetického potencialu),
které je potieba vyuzit. Proto ma kazdy vyzkum v této oblasti potencial pfispét ke zlepSeni
umélé inseminace v chovu malych ptezvykavct.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: Kvalita ejakuldtu v pribéhu jeho zpracovani ve formé dlouhodobé
konzervovanych inseminaénich davek je ovlivnéna nejen podminkami prostredi ptisobicich na
jedince a plemennou piislusnosti, ale i dalSimi vnitinimi faktory.

Sumavské ovce patii mezi ptivodni plemena fazena mezi genové rezervy v CR. DlleZitou
soucast zachranného programu ohrozenych populaci hospodarskych zvirat, tedy i Sumavské
ovce, predstavuji inseminacni davky ziskané od vyznamnych plemenika. Tyto davky jsou
dlouhodobé¢ konzervovany v tekutém dusiku. Obecnym problémem kryokonzervace u beranti
je vyrazné poskozeni spermatickych bun¢€k v pribéhu procesu mrazeni a nasledné snizené
fertiliza¢ni schopnosti po rozmrazeni. Cilem diplomové prace je definovani a posouzeni faktorti
které ovlivituji poskozeni spermatickych bunék v prubéhu konzervace a po jejich rozmrazeni.
Navazujicimi cili jsou zjisténi kvalitativnich ukazatelli spermatickych bun¢k v priabehu
kryokonzervace a po rozmrazeni a nasledné navrzeni schématu pro vybér plemeniki pro ucel
produkce inseminacnich davek.



3 Literarni reSerse

3.1 Plemeno Sumavska ovce

Sumavska ovce patii spoleéné s valaiskou ovei mezi dvé deska narodni plemena, ktera
jsou zafazena do programu zachrany genovych zdroji (Machova et al. 2021). Sumavska ovce
byla zafazena do tohoto programu vroce 1992. Jako geneticky zdroj jsou evidovana
reproduk¢éné aktivni zvitata, kterd jsou evidovana v hlavnim oddilu plemenné knihy, zarazena
do kontroly uzitkovosti a maji minimaln¢ dvé generace predkt, které jsou zapsany v plemenné
knize (Milerski 2016).

Jako plemeno byla sumavska ovce uznana v roce 1987. Patii mezi polojemnovinna az
polohrubovinna plemena se smisenou splyvavou bilou vinou. Rouno je polouzaviené Plemeno
je charakteristické stiednim t&lesnym ramcem a lehkou kostrou. Ziva hmotnost bahnic je 55-65
kg, u berant 80-100 kg (Svaz chovateld ovci a koz 2023). Ovce maji dobré pastevni schopnosti
a chuzi. Vyhodou plemene je schopnost vyuzivat i méné kvalitni porosty, pii del§im obdobi
pastvy. To je hlavni ditvod pro vyuziti tohoto plemene v environmentalnim systému Narodniho
parku Sumava (Jandurova et al. 2005). Machova et al. (2021) uvadi, Ze se jedna o odolné
plemeno, které se hodi pro udrzbu krajiny, agroturistiku a hybridiza¢ni programy, a proto ma
své misto v modernim zemédélstvi. Uzitkovost plemene je trojitd (maso, mléko, vina)
(Machova et al. 2023).

Sumavska ovee ma geneticky zaklad v eskych selskych plemenech ovci. Pfesny pavod
selskych ovei neni zndm. Populace byla v minulosti piekiizena merinovymi plemeny ovci,
avSak v nekterych horskych a podhorskych oblastech dosSlo k zachovani ptvodniho typu
plemene. Od druhé poloviny minulého stoleti probiha regeneracni kiizeni s fylogeneticky
pfibuznymi plemeny. K témto Ucelim byly pouZity plemena wiirttemberskd ovce, texel,
sovétskd cigdja, lincoln, kent, leicester, zuslechténa valaska, cheviot a vychodofriska ovce
(Svaz chovateld ovci a koz 2023).

Pro budoucnost tohoto plemene je dilezitad znalost historického vyvoje a pribuzenstvi
Vv populaci tak, aby bylo mozné zachovat genetickou rozmanitost plemene. Nejvétsi prekazkou
genetické rozmanitosti malo pocetnych plemen je ohrozeni imbreedingovou depresi (Machova
et al. 2023). Soucasnou tendenci je pokles pocetnich stavii ovei v genetickych zdrojich.

Tabulka 1 Vyvoj pocetnich stavii populace genetického zdroje

Rok | 2001 | 2003 | 2005 | 2007 | 2009 | 2011 | 2013 | 2015 | 2017 | 2019 | 2020 | 2021 | 2022
fv‘i:?t 1992 | 2734 | 2325 | 2438 | 2409 | 1942 | 2142 | 2169 | 2213 | 2224 | 1928 | 1773 | 1352
s 26 | 27 | 31 | 29 | 24 | 23 | 22 | 22 | 26 | 26 | 28 | 26 | 23
chovu

(Narodni referencni stredisko pro genetické zdroje zvirat)



Tabulka 2 Chovny cil plemene dle SCHOK

Plodnost na | Odchov Produkce | Ziva hmotnost vkg | V&k v mésicich Zivé. hmotnost v

obahnéno do 14 mléka za jehnat ve 100 pro Zafaz§ni do | kg prti zafa_zeni do
o " dni v % dojnou dnech plemenitby plemenitby

Ve UV periodu kg | Beranci | Jehni¢ky | Berani | Jehnice | Berani | Jehnice
150 140 120* 32 28 10-12 10-12 55 45

* u dojnych ovci za dojnou periodu 150 dnit

Obrazek 1 Sumavska ovce — beran (CZU v Praze 2019)

3.2 Sexualni aktivita beranu

K plnohodnotnému dosazeni pohlavni dospélosti dochazi u berant od 4-8 mésice, do 1—
4 let stafi. K prvnim projevim fije dochazi uz béhem nékolika tydnd po narozeni a nejpozdéji
se znamky pohlavniho chovani dostavuji do 1 roku stafi. (Colenbrander et al. 2003)

Berani jsou na rozdil od ovci plodni po cely rok, nicméné se u nich objevuje reprodukéni
sezona, béhem které se méni mnozstvi a kvalita spermatu a projevuje se vyrazngji sexualni
aktivita. Velikost varlat, produkce spermii a sexudlni chovani je ovlivnéno zejména
fotoperiodicitou. Ro¢ni obdobi ovliviiuje kvalitu, objem spermii a jejich koncentraci, ktera je
nizsi pii vysokych teplotach. Parametry spermii pak také ovliviiuje relativni vlhkost nebo
nadprimérmé srazky. VysSi pohyblivosti spermii je docileno béhem ptipoustéciho obdobi.
Colebrander et al. (2003) uvadi, Ze béhem reprodukéni sezény 5-8 % spermii vykazovalo
anomalie morfologického charakteru. Mimo pfipoustéci obdobi pak byly zaznamenéany
morfologické anomalie u 10-18 % spermii.

Na sexudlni aktivitu samct béhem pfipoustéciho obdobi ma vliv zejména plisobeni
samiciho efektu. Jedna se o chemicky, vizualni nebo sluchovy stimul, kterym samice ptisobi na
samce. Samci, ktefi jsou chovani v pfitomnosti samic nachazejicich se v tiji, maji prokazatelné



vy$si kvalitu spermatu a vyssi obsah testikularni tekutiny béhem celého roku. Oproti tomu byl
u téchto samcti zjistén pokles koncentrace testosteronu (Giriboni et al. 2017).

Berani jsou schopni vyprodukovat b&hem dne 2,76 az 7,23 x 10° spermii, v zavislosti na
sezonnosti a plemenné piislusnosti. Denné jsou pak schopni vyloucit 40 az 80 % celkové denni
produkce spermii (Leboeuf et al. 2000).

Proto, abychom ziskali lepsi kvalitu spermatu od beranii mimo pfipoustéci obdobi,
musime vystavit plemeniky urcitym ucinkiim. Jednim zptisobem je aplikace intramuskularniho
glutamatu samostatné, nebo v kombinaci s aplikaci testosteronu. Tento zasah vyvola u
plemenikl zvySeni sexudlniho apetitu mimo ptipoustéci obdobi. Berani, kterym byl aplikovan
tento pripravek, vyvolavajiu ovci v dobé anestru rychlejsi nastup prvni fije lepsi ovulaci, tvorbu
zlutého téliska a celkové dochazi k lepSimu zabiezavani (Calderon-Leyva et al. 2018).
V regionech, kde dochézi k pfipousténi samic pomoci inseminacnich davek, jsou berani
vystaveni stiidani délek svételného dne. Nejprve dochazi k imitaci svételného rezimu letnich
dnt, kdy jsou samci vystaveni del§Simu svétlu béhem dne po dobu jednoho mésice. Nasledné je
aplikovano zkraceni svételného dne, coz ma za nasledek napodobeni svételného rezimu
zimnich dnii. Tento zplsob mé za nasledek konstantné vysokou produkci spermatu, bez
sezonnich vykyvi (Chemineau et al. 2007). Pokud neni zapotiebi produkce inseminacnich
davek béhem celého roku, Ize vyuzit u beranti piisobeni delSiho svételného intervalu po dobu
2-3 mésict. K tomu dochazi vétsinou v zimnich mésicich tak, abychom pfipravili plemeniky
na produkci kvalitniho ejakuldtu v jarnich mésicich, kdy dochazi k pfirozenym fijim u samic.
Tésné¢ pied planovanym piipousténim se zkrati svételny interval, nebo dojde k aplikaci
melatoninovych implantatl, coZ ma za nésledek imitaci pfirozeného ptipoustéciho obdobi u
samcu (Malpaux et al. 1995, Chemineau et al. 2007).

K reprodukci mimo pfirozené ptipoustéci obdobi mlze dojit nepfetrzitym plsobenim
svétla v chovech. Tento zpisob je vSak zakézan, kvili moznym poruchdm biologickych rytmi
u hospodaftskych zvitat (Pellicer-Rubio et al. 2019).

3.3 Odbér spermatu
3.3.1 Odbér do umélé vaginy

NejcastéjSim zpisobem pro odbér spermatu od berant je odbér do umélé vaginy. Jedna
se 0 zpusob, ktery je nejméné invazivni. Uméla vagina pro odbér musi spliiovat nékteré zasady
a co nejpiesnéji tak imitovat piirozené prostiedi pochvy ovce. Délka umélé vaginy,
ptizplisobend k odbéru ejakulatu u malych prezvykavct, ma délku 20 cm. Prostor mezi vnitini
a vn¢j$i sténou umelé vaginy je vyplnén vodou, ktera by méla byt vytemperovana na teplotu
40-41 °C. To je dulezité pro komfort plemenika, ale také zejména pro spermie ziskané béhem
odbéru. Tlak, ktery vyviji vnitini sténa vaginy na penis samce, se da regulovat pfifouknutim
pies vzduchovy ventil. Dovnitf vaginy je vloZen nejcastéji jednorazovy latexovy sbérac. Ten je
vymazan vazelinou nebo sonografickym gelem, ktery plni ucel lubrikaéni latky. Tento krok je
nezbytny pro zamezeni poranéni penisu berana (Kos et al. 2019).

Pro odbér se vyuziva fantom nebo atrapa, na kterou béhem odbéru plemenik naskakuje.
Jako atrapa slouzi samice, ktera pokud je v fiji, miZe zpUsobit rychlejsi odbér a zvysit mnozstvi
odebiraného materialu. Intenzita odbérii je zdsadni pro kvalitu spermatu. Odbér je mozné



provadeét 1 az 2krat denné, Skrat do tydne. Oproti tomu jiné zdroje uvadi intenzitu odbéri na 2-
3 odbéry tydné. Doba odpocinku mezi jednotlivymi odbéry by méla byt 2-3 dny, coz ma
ptiznivy vliv na mrazitelnost spermii. V pfipousStécim obdobi lze ziskat vice inseminacnich
davek nez mimo n¢j. Tydné tak lze vyprodukovat od jednoho plemenika 50 az 200
inseminacénich davek. (Colenbrander et al. 2003; Louda & HegeduSova 2009)

3.3.2 Elektroejakulace

Metoda, ktera se vyuziva v ptipad¢, pokud nejsou berani navykli na odbér pomoci umélé
vaginy, nebo v obdobi se snizenou sexudlni aktivitou (Abril-Sanchéz et al. 2017).
Elektroejakulace se provadi za pomoci elektroejakulatoru, ktery se sklada z rektalni sondy o
priméru 2,5 cm a délce 20,5 cm. Ungerfeld et al. (2021) ve své praci uvadi rozdilné rozméry
sondy, a to délku 30 cm a pramér 1,5 cm. Na sond¢ jsou piipevnény tii pasové elektrody
s ampérmetrem. Zdrojem celého zafizeni je 12-V baterie. Zvifeti lezicimu na levém boku je do
kone¢niku zavedena sonda s ultrazvukovym gelem, kvili zlepSeni elektrického kontaktu.
Elektrické pulzy plisobi v cyklech: 5 pulzi pti 0,1 mA, 20 pulzi pfi 0,2 mA a 5 pulzi pii 0,3
mA. Pokud nedojde ke stimulaci a nasledné ejakulaci, nasleduje dalsi série pulzu (Santiago-
Moreno et al. 2009). Elektricka stimulace neni pfili§ vhodna z divodu zmény semenné plazmy.
To ma za nasledek sniZeni tolerance spermii na poSkozeni pii kryokonzervaci (Lv et al. 2019;
Youngquist & Threlfall 2006). Uvadi se, Ze pouziti této metody je bolestivé a stresujici, a proto
mén¢ vhodné. Elektroejakulace ma za nasledek zvySeni koncentrace kortizolu v séru, zvyseni
rektalni teploty a také srdecni a respiracni frekvence. To vSechno jsou ukazatelé stresu.
Elektrické pulzy navic poSkozuji svaly (Ungerfeld et al. 2021).

3.3.3 TUMASG

Pomérné novou metodou a také alternativou pro odbér semene pomoci elektroejakulace,
je technika odbéru oznacovand jako TUMASG. Jedna se o transrektalni ultrazvukem vedenou
masaz pridatnych pohlavnich Zlaz. Pivodné se tato metoda vyuZzivala u divoce Zijicich
prezvykavci, jelikoz vyuziva méné elektrickych pulzi nebo vibec zadné. To mé za nasledek
niz§i hodnoty kortizolu a tim padem niz§i stresové pusobeni na zvifata. Pii rektalni
ultrasonografii jsou Vv realném case pozorovany bulbouretralni zlazy, semenné vacky a také
ampule chamovodu. Pfed samotnou masaZi dojde nejprve k vytaZeni penisu a nasledné je do
kone¢niku vsunuta sonda s karboxymethylcelulozovym gelem. Pfi TUMASGu dochazi ke
stfidani masaze mezi bulbouretralnimy zlazami a ampulemi chamovodu. Soucasné pfi tom se
praktikuje masaZz oblasti mocové trubice, kvili lepSimu priichodu ejakulatu pfes mocovou
trubici. Diky ultrazvukovému skenovani dochazi ke kontrole chdmovodu, kterd konci
v momenté uplného vyprazdnéni 7l14z. Pokud nedojde k ejakulaci, je pouzito elektrickych
podnétli o sile 3 V, po dobu 5 s. Mezi podnéty jsou vlozeny piestavky, které jsou vyuzity pro
TUMASG (Abril-Sanchez et al. 2017). V ptipadé aplikace oxytocinu pied TUMASGem,
dochazi k rychlejsi elektroejakulaci a ke snizeni pouzitych elektropulzi (Ungerfeld et al. 2016).

Abril-Sanchez et al. (2017) ve své praci srovnava metody elektroejakulace (EE) a
TUMASGu a jejich stresové dopady na samce. Uvadi, ze ptfi metodé TUMASG dochazi
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pouzito elektrickych pulzii, avSak mén¢, nez je tomu u elektroejakulace. Samci se zvukové vice



projevovali pii pouziti elektroejakulace z ¢ehoZ je patrné, Ze je tato metoda pro samce vice
bolestiva. Srde¢ni frekvence byla vyssi u EE, a to az o 10 tepli za minutu. Teplota kone¢niku
byla stejnd u obou metod. Hodnota kortizolu, ktery je oznaCovan jako ukazatel stresu, byla
obecné vyssi v ptipad¢ EE. Kvalita odebraného spermatu pii obou metodach byla srovnatelna.
Tyto vysledky dokazuji, Ze metoda TUMASG je vhodnou alternativou odbéru spermatu, pii
které¢ dochazi k ziskani ejakulatu obdobnych hodnot jako pii EE, avSak za podminek vice
vyhovujicich a mén¢ stresujicich pro samce.

3.4 VySetieni spermatu
3.4.1 Makroskopické vySetieni

Ihned po odbéru spermatu se provadi hodnoceni objemu, konzistence, barvy, pachu, pH
a obsahu cizich pfimési. VétSinu parametrii 1ze hodnotit subjektivne, pouhym zrakem. Objem
odebraného spermatu se da nejjednoduseji zjistit vazenim nebo méfenim. K tomuto ucelu se
nejcastéji vyuziva odmérnd odbérova zkumavka, na které se ptimo odecte hodnota objemu
ejakulatu, obvykle v mililitrech (Heidari et al. 2021). Faktory ovliviyjici objem ejakulatu jsou
vék samce, hmotnost, plemeno, vyZiva, rocni obdobi, zpiisob a etnost odbéru spermatu
(Weberova 2017). Konzistence ejakulatu berana by méla byt smetanovita, husta a neprihledna.
Barva lehce naSedl4 az mlécna. Pach beraniho spermatu mtize byt citit po viné. pH se u beraniho
spermatu pohybuje od 6,3 do 7,5 (Kos et al. 2019).

3.4.2 Mikroskopické metody

Tyto metody zahrnuji vySetfeni koncentrace, zivotaschopnosti, motility a morfologie.
Pohyblivost spermii se d4 hodnotit podle stupnice od 0 do 5, kdy 0 oznacuje sperma bez
jakéhokoli pohybu spermii a naopak 5 pfedstavuje spermie se zna¢nou pohyblivosti (Ungerfeld
etal. 2021). Motilita spermii je ovliviiovana kaskadou proteinti. Navzdory pokroku ve vyzkumu
protein a jejich funkci na spermie, jsou studie provadéné na beranech spiSe vzacné (Zhu et al.
2020). Koncentraci spermatu lze posoudit vice zpusoby. Pocitaovymi systémy,
spektrofotometrii, nebo tfeba hemocytometrii. Van der Horst (2020) uvadi, Ze koncentrace
spermii ve spermatu U berana je >3 x 10%/ml.

3.4.3 Hypoosmoticky test (HOST)

Dale 1ze provadét test na hypoosmoticky otok spermii (HOST), ktery urcuje procento
funkénich membran (Lv et al. 2019; Ungerfeld et al. 2021; Faigl et al.2012). U spermii, které
maji funkéni plazmatickou membranu, dochazi pti hypoosmotickych podminkach k otoku a
zvlnéni bicika (Bajuk et al. 2018). Vzorek spermatu je inkubovan spole¢né s hypoosmotickym
bobtnavym roztokem (HOS) v poméru 1:15, pii teploté 37 °C a po dobu 15minut. Nasleduje
hodnoceni pod mikroskopem s fazovym kontrastem (Liu et al. 2020).

3.4.4 Tepelny test preZitelnosti

Tento test se provadi za ucelem zjisténi odolnosti a Zivotaschopnosti spermii. Sperma je
po rozmrazeni vystaveno na né€kolik hodin teploté¢ 37 °C, coZ imituje pfirozenou teplotu



Vv reprodukénim Ustroji samice. Vystaveni zmrazené¢ho a rozmrazeného spermatu témto
podminkdm ma za nasledek odhaleni poSkozeni bunék, které neni patrné ihned po rozmrazeni,
ale ke kterému dochézi v téle samice po urcitém case. Tento test je dobrym indikatorem pro
hodnoceni fertiliza¢ni schopnosti beraniho spermatu (Aisen et al. 2000; Joshi et al. 2005).

3.4.5 Spektrofotometrie

Pro méfeni koncentrace spermii v beranim spermatu se mize vyuZzivat také
spektrofotometr. Metoda je zaloZena na méfeni intenzity svétla. Jedna se o kvantitativni méfeni
ptenosu svétla skrz pozadovany roztok. U domacich druht zvitat je pro hodnoceni koncentrace
spermii vyuzivano vlnovych délek mezi 500 a 650 nm. Pozadovany vzorek spermatu se
odpipetuje do kyvety, coz je mala, prihledna a kvadrovita nadobka, vyrobena z plastu, skla
nebo kiemene. Kyveta se po naplnéni vklada mezi zdroj svétla a detektor, ktery zachycuje
svételny paprsek. Pied méfenim se provadi kalibrace pfistroje, vlozenim cisté kyvety do
komory na vzorky, naplnéné 2,9% roztokem citratu sodného (Anzar et al. 2009).
Spektrofotometrie nemusi byt dostateéné piesna metoda méteni koncentrace spermatu, kvili

neschopnosti odlisit spermie od jinych bun€k nebo ¢astic zbytkli, obsazenych ve spermatu
(Brito et al. 2016; Moraes et al. 2019).

3.4.6 Hemocytometrie

Hemocytometrie je jednim ze zptsobti métfeni koncentrace spermatu. Jedna se o nejstarsi
zpusob hodnoceni koncentrace spermii. Hemocytometr je tlusta sklenéna desticka, na které jsou
odd¢leny dvé pocitaci komurky. Nejprve dochdzi k ptipravé fixacniho roztoku, rozpusténim 1
ml formaldehydu v 99 ml 3,4% citratu sodného. Nasleduje fedéni spermatu s fixnim roztokem.
Na hemocytometr se poklada kryci sklicko a kapnutim pfipraveného vzorku na okraje kryciho
sklicka, dojde ke vtazeni tekutiny pod kryci skli¢ko. Pro vySetfeni koncentrace spermatu se
vyuziva Neubauerovy, ale také Biirkerovy komirky. K vySetfeni se vyuZiva mikroskop
s fazovym kontrastem, pti 200 nebo 400n4sobném zvétSeni. Ve Ctvereccich hemocytometru se
pocitaji jednotlivé hlavicky spermii (Anzar et al. 2009; Brito et al. 2016).

3.4.7 FAST (Flagellar and Sperm Tracking)

Kvili velkému poctu bunék, neni mozné pomoci systému CASA sledovat bi¢iky spermii.
Proto byl objeven tento novy systém, vyvinuty na Univerzit¢ Birmingham, UK. Jedna se o
systém, ktery kvantitativné hodnoti a analyzuje n¢které parametry bi¢ik spermii. Sledovani
bi¢ikovych kiivek umoziuje méteni veli€in, jako je rozptyl energie, naruseni okolniho média a
viskozni napéti. Tyto veli€iny nelze méfit pouhym sledovanim hlavic¢ek spermii. Hodnoceny
vzorek spermatu musi byt fedény, nikoli surovy, kvili kiiZeni cest bi¢ikd. FAST pracuje pfi
169 sn/s za pomoci modulu pohyblivosti SCA a kontrastni mikroskopie s negativni fazi
(Gallagher et al. 2019; van der Horst 2020).



3.5 Zpracovani spermatu
3.5.1 Redéni

Ptfed konzervaci spermii je nutné k odebranému a zpracovavanému spermatu pridat
takzvana tedidla, kterd upravuji koncentraci spermii v inseminacni davce, zvySuji objem
inseminacni davky a tim padem také efektivnéjsi vyuziti genetického materidlu samce (Mocé
et al. 2020). Dale jsou do¢asnym zdrojem energie pro spermic (Dorado et al. 2007).
Kryoprotektiva, obsazena v fedidlech, chrani spermie pied chladovym Sokem. Ten ma za
nasledek ztratu selektivni permeability a integrity plazmatické membrany. Dochéazi pfi ném
K uvoliiovani intracelularnich enzymu a lipidd. Dale ma za pfic¢inu trvalé zmény v membranach
akrozomu a V mitochondriich (Bajuk et al. 2018). Nejcastéji pouzivana fedidla jsou na bazi tris,
fruktozy, glukézy, sachardzy, rafindzy, kyseliny citronové, antibiotik, glycerolu nebo
vajecného zloutku. Dale lze pouzit mlécné nebo laktézova fedidla. Mléko, jako fedidlo, se da
pouzit plnotuéné, odstiedéné nebo ve formé UHT mléka (Salamon & Maxwell 2000).
Inseminacni davky lze uchovavat pii teplotach 2 az 15 °C, avSak pii fedéni odstfedénym
mlékem se doporucuje hodnota 4 °C (lannuzzi et al. 2021). Glycerol se jako ochranna latka
v fedidlech pro berani sperma vyuziva asi nejéastéji. Hladina glycerolu, pouzita pii mrazeni
davek, je omezena jeho toxicitou. Ta je zavisla na slozeni fedidla, jeho osmotickém tlaku a na
chlazeni a mrazeni davek. Koncentrace glycerolu zavisi také na zpisobu, jakym se ke spermatu
pridava. Nejlépe se jevi pridavat glycerol pti 4-5 °C, a ne déle nez 20 az 30 minut pred
zmrazenim. Podle Leboeuf et al. (2000) nema pfidani glycerolu pfi teploté 5 °C Zadné vyhody,
oproti pfidani pii 30 °C. Vajecny Zloutek je stejné jako glycerol hojné vyuZivan v fedidlech.
Jeho funkci je ochrana pred chladovym Sokem a také pied Uc¢inky mraZeni a rozmrazovani
inseminac¢nich davek. Pisobi zejména na plazmatickou membranu spermii. Bylo prokdzano, ze
vajecny Zloutek ptisobi 1épe na by¢i spermie nez na spermie berana (Leboeuf et al. 2000;
Salamon & Maxwell 2000). Byly vSak také zjistény nezadouci u€inky vaje¢ného Zloutku na
plodnost kryokonzervovaného spermatu. Zloutek miize svou produkci metabolitii a toxinti
zpisobovat snizeni kvality spermatu a svou pritomnosti v fedidlech miize zptisobovat snizeni
motility a dychani spermii. Lokalni infekci miize neptimo zpusobit potrat (Ptacek et al. 2019).

Pfi fedéni spermatu lze vyuzit dvoustupiiové nebo jednostupiiové metody. V piipadé
dvoustupniové metody se nejprve pouzije fedidel bez obsahu glycerolu. Nasledné je jiz ziedéné
sperma dale fedéno kryoprotektivy s obsahem glycerolu. U jednostupiiové metody dojde pfimo
k roziedéni spermatu fedidly, obsahujicimi glycerol. Redéni se provadi pted ekvilibraci a za
nizké teploty. Koncentrace glycerolu pouzitého u beraniho spermatu je 46 %. (Lv et al. 2019).
Glycerolovana tedidla lze také ptidavat ve tfech krocich, a to v 10minutovych intervalech
(Leboeuf et al. 2000).

Vzorky spermatu se fedi bud’ konkrétnim objemem fedidla, nebo se fedi na konkrétni
koncentraci spermii. LepSim zptisobem je fedéni na konkrétni koncentraci spermii. Mira fedéni
je 1:1 — 1:23. Spolehlivych vysledkt bylo dosazeno u davek fedénych na koncentraci 80 az
500 x 108 spermii/ml (Purdy 2006).



3.5.2 Ekvilibrace

Je to doba mezi pfidanim kryoprotekéni latky ke spermatu a samotnym zmrazenim
inseminaénich davek (Camara et al. 2011). Ekvilibrace by méla probihat zhruba 2-4 hodiny a
méli bychom se béhem ni dostat na teplotu okolo 5 °C. U¢elem ekvilibrace je navyknuti spermii
na snizujici se teplotu prostfedi a na snizujici se metabolismus bun¢k. To ma za nasledek lepsi
pfizpisobeni Spermii negativnim vlivim béhem procesu kryokonzervace (Lv et al. 2019).
Ahmad et al. (2015) uvadi, Ze Spatna ekvilibrace vyvolava u spermii teplotni ok a zpisobuje
naruSeni plazmatické membrany a iontovych kanali, produkci reaktivnich forem kysliku a
ztratu mitochondrialniho membranového potencialu.

3.5.3 Sexace spermii

Stejné jako u ostatnich druhtt hospodatskych zvitat, je i u malych piezvykavct tendence
ziskavat od kvalitnich zvifat potomky s preferovanym pohlavim. Po inseminaci sexudlné
ttidénym spermatem byla jiz ziskana mlad’ata od skotu, prasat, ale také ovci. Zatim co u skotu
je inseminace sexovanymi inseminacnimi ddvkami béznou praxi, u ostatnich druhil
hospodaiskych zvitat véetné ovci, se téchto davek vyuziva spise vyjimecné (Qin et al. 2018).
Nejspolehlivéjsi metodou pro tfidéni spermii je pritokova cytometrie zalozena na rozdilech
obsahu DNA mezi gametami, které urcuji pohlavi plodu. Spolehlivost sexovanych
inseminaénich davek se pohybuje v rozmezi 85-95 %. Uspé&$nost separace spermii je zavisla
nejen na obsahu DNA, ale také na tvaru hlavicky spermie. Nejpiesnéji dochazi k tfidéni spermii
u bykd, jelikoz jejich zplostély tvar hlavi¢ek spermii nejlépe odpovida pozadovanému tvaru pii
prutokové cytometrii (Garner 2006). Béhem procesu sexovani dochazi k poskozeni spermii, a
to ve vets$i mife, nez je tomu u béznych nesexovanych davek. Dochézi k vystaveni spermii
mnoha stresorim jako jsou fluorescenéni barviva, vysokad rychlost fedéni, mechanické
poskozeni, pruchod elektrickym polem nebo laserové osvétleni (Anel-Lopez et al. 2018).
Dochézi k CastéjSimu poSkozeni membran, k fragmentaci DNA, ke zhorSené motilité¢ a
Kk pfedCasné kapacitaci. Vysledkem toho je horS§i zabfezavani po inseminaci sexovanymi
inseminac¢nimi davkami (Qin et al. 2018). Na tspéSnost inseminace sexovanymi insemina¢nimi
davkami ma vliv mnoho faktorti. Nejdulezitéj$i je vCasnd a presna detekce fije, spojena
s vhodnou dobou pro inseminaci. Jelikoz Zivotaschopnost spermii ttidénych podle pohlavi, je
v samic¢im reprodukénim traktu daleko kratsi, neZ je tomu u béZnych inseminacnich davek, je
nejlepsi doba pro aplikaci sexovanych davek piesné ve chvili ovulace. DalSim dilezitym
faktorem je misto, kam je aplikovana inseminacni davka, a také zptisob inseminace (Maxwell
et al. 2004, Anel-Lopez et al. 2018). Mira uspé$nosti inseminace se zvysuje, pokud je sperma
vpraveno daleko do déloZnich rohii samice. Dal§i moznosti, jak zlepsit proces sexace spermii,
je pridani antioxidantti béhem procesu tiidéni. Antioxidanty maji ochranny uc¢inek na kvalitu a
funkci spermii. Témito antioxidanty jsou AA-2G (kyselina askorbova-2glukosid), glutathion,
melatonin nebo vitamin C. Nejlepsich vysledkl bylo dosazeno pii pouziti antioxidantu AA-2G
(Qin et al. 2018).
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3.5.4 Vyroba inseminacnich davek

Po natfedéni a schlazeni semene se inseminacni davky plni do pelet nebo pejet. Zmrazeni
davek v podobé¢ pelet je rychlé a levné, ale jednotlivé pelety se nedaji nijak oznacit. Davky o
objemu 0,1 — 0,3 ml se davkuji do prohlubni v suchém ledu. Tato metoda je v dnesni dobé
vyuzivana minimalné. Zmrazeni davek v plastovych pejetich je pracnéjsi a néakladnéjsi.
Jednotlivé davky v§ak mohou byt oznaceny piimo na pejetach. Ptipravené insemina¢ni davky
Ize do pejet plnit za pomoci pipetniku, pii okolni pokojové teploté (25 °C). Objem pejet je
0,25 - 0,5 ml (Purdy 2006). Pejety jsou uzavieny pomoci plastovych kuli¢ek nebo té€sniciho
prasku PVA — polyvinyl alkohol, ktery pii kontaktu s vodou vytvaii pevnou zatku (Savvulidi et
al. 2021).

3.5.5 Zpisoby konzervace

3.5.5.1 Chlazeni

Chlazené inseminacni davky maji oproti tém mrazenym fadu vyhod. Nejpodstatnéjsi
vyhodou je vyssi plodnost, dale také snadnéjsi prace pti umélé inseminaci a v neposledni fadé
také snazsi preprava k chovateli. Naopak velkou nevyhodou chlazeného spermatu je jeho kratka
pouzitelnost. Inseminace chlazenym spermatem vykazuje mnohem vysSi plodnost oproti
pouziti zmrazenych insemina¢nich davek. Sperma se zchlazuje na teplotu 10-15 °C (Carneiro
et al. 2019), dnes spiSe na teplotu 4 az 5 °C. Podle Colenbrander et al. (2003) se skladovanim
spermatu pfii teploté 5 °C docili vyssi motility spermii nez pti 17 °C. Pfi této teploté se dosahuje
relativné vysoké plodnosti (54-65 %). Oproti tomu, zmrazené sperma vykazuje
oplozenischopnost pouhych 35-38 %. V obou piipadech vSak nedochazi k takovému uspéchu,
jakému je dosahovadno pii pfirozené plemenitbé, kde je uvadéna plodnost az 74 %. Ve
Spanélsku je uméla inseminace chlazenym spermatem vyuZita asi v 85 % piipadi (Mocé et al.
2020).

Pii chlazeni spermatu se vyuZziva fedicich latek, které zabranuji poskozeni spermii. K tém
dochézi béhem chlazeni, vlivem poklesu teploty. K t&émto uceliim se vyuziva napft. Zloutek nebo
odstfedéné mléko, ale také komercné vyrabéna fedidla. Pii vysokych davkach fedidel miize byt
udrZena plodnost spermatu po dobu 3-5 dni, pfi teploté 10-21 °C. Nasledné plodnost klesa o 3-
6 % za den. K poklesu plodnosti dochézi bez ohledu na to, zda je inseminaéni davka skladovana
pii 5 °C nebo pii 15 °C. K zasadnimu poklesu dochazi az pii teplotach nad 25 °C (Yoshida
2000). Pro udrZeni delsi Zivotaschopnosti spermii se k fedidlim pfidavaji antioxidanty. Pti
jejich pouziti dochéazi ke zlepSeni motility a akrozomové integrity spermii. Pro tento ucel se
vyuziva kataldza, superoxiddismutdza, cytochrom c a glutathionperoxidaza (Maxwell &
Stojanov 1996). Pozvolnym chlazenim dochazi k zamezeni poskozeni spermatu chladovym
pfi poklesu teploty rychlejsi jak 0,55 °C/min, dochdzi ke zhorSeni kvality kozliho spermatu.
Inseminacni davky ve formé pejet 1ze chladit v programovatelné vodni 14zni. Rychlost chlazeni
je-0,18 °C/min a dochazi ke zchlazeni spermatu z 20 °C na 4 °C. Pfi této teploté, se insemina¢ni
davky skladuji az do pouziti pfi inseminaci (Mocé et al. 2020).

11



U chlazenych insemina¢nich davek je nejvétSim problémem doba, po kterou je davka
dostatecné oplozenischopna. Zhruba po 12 hodinach dramaticky klesa plodnost u chlazenych
inseminacnich davek. Proto ve vétsing ptipadi dochazi k umélé inseminaci do 5-8 hodin od
zpracovani semene. To ma vSak za nasledek problematickou distribuci inseminacnich davek
k chovatelim. Zahrani¢ni obchod s chlazenymi insemina¢nimi davkami je takika nemozny.
Tim padem dochazi k omezeni rozvoje $lechtitelskych programii v chovu malych piezvykavct.
Moznym feSenim je chlazeni inseminacnich davek az béhem jejich piepravy ke spotiebiteli.
K postupnému chlazeni dochazi béhem distribuce. Tim dojde k prodlouzeni doby pro
oplozenischopnost, a proto 1ze dopravit insemina¢ni davky do vzdalengjsich chovu (lannuzzi
et al. 2021). Chlazeni béhem piepravy vsak muze byt komplikované;si a také nakladnéjsi.

3.5.5.2 Kryokonzervace

Takzvand kryokonzervace semene je dllezitou soucdsti pro zlepSeni genetického
potencialu jednotlivych plemen malych piezvykavci. Bézné se vSak v praxi vyuziva spiSe
chlazenych nebo ¢erstvych inseminacnich davek. Hlavnim diivodem je nizké zabiezavani samic
po aplikaci mrazeného spermatu. Usp&$nost zabieznuti po aplikaci Cerstvého spermatu je o
12,1 % vys$si, oproti mrazenym a nasledné rozmrazenym insemina¢nim davkam (Konyali et al.
2013). Zmrazenim spermatu dochazi k ultrastrukturalnimu, biochemickému a také funkénimu
poskozeni spermii. Nasledkem je sniZzeni motility, Zivotaschopnosti a plodnosti spermii
(Colenbrander et al. 2003).

Inseminacni davky se zamrazuji bud’ v peletach nebo v pejetach. Ackoli byly prokazany
lepsi vysledky Zivotaschopnosti spermii a také plodnosti po rozmrazeni davek v peletach, je
V praxi vice vyuzivano insemina¢nich davek v podobé pejet. A to i pfes vyssi narocnost pti
jejich kryokonzervaci (Leboeuf et al. 2000). Dnes se ke skladovani davek vyuziva ve vét§iné
pfipada tekutého dusiku o teploté -196 °C. Za pomoci takto extrémné nizké teploty lze docilit
Zivotaschopnosti spermii po neomezenou dobu. Salamon et al. (2004) uvadi, Ze 1 po 35 letech
kryokonzervace spermatu berana, 1ze docilit oplodnéni samice metodou intravaginalni umélé
inseminace. I tak vS§ak béhem zmrazeni a rozmrazeni dojde ke ztraté plodnosti az u 50 % spermiti
(Lv et al. 2019). Nevyhodou tekutého dusiku je jeho relativné vysoka nakladnost a také
nedostupnost Vv nékterych oblastech. Proto je v soucasné dobé snaha zlepsit techniku
lyofilizace, pii které neni potfeba jiz hotové inseminacni davky dlouhodobé skladovat za
pomoci tekutého dusiku. Zatim vSak nebyla potvrzena ucinnost této alternativni metody na
pokusech in vivo. Dalsim zpisobem, jak dlouhodobé uchovavat insemina¢ni davky, je mrazeni
a nasledné skladovani v ultramrazirnach. Teplota se v téchto zatizenich pohybuje okolo -157
°C. Predbézné studie, které zkoumaly U€inky toho zplisobu kryokonzervace, ptfinesly pomérné
slibné vysledky. Kvalita semene se po 2 mésicich skladovani v ultramrazirnach nepfili$ lisila
od kvality insemina¢nich davek skladovanych béznym zplisobem, za pomoci tekutého dusiku.
Plodnost inseminac¢nich davek byla navic prokazdna 1 6 mésici po skladovani
V ultramrazirndch. Zatim vSak nebyly provedeny pokusy, které by prokazaly schopnost
oplodnéni samic témito davkami (Batista et al. 2009).

Mrazeni v peletach probihd na suchém ledu, ktery ma teplotu -79 °C. Doba potiebna
k zmrazeni pelet je 2-4 minuty. Nasledn¢ jsou davky ponoteny do tekutého dusiku, ve kterém
jsou dlouhodobé konzervovany. Tato metoda je rychld a jednoduchd. Rychlost chlazeni lze
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regulovat objemem pelet (Leboeuf et al. 2000). Chlazené sperma v pejetach Ize zmrazit za
pomoci programovatelnych mraznicek, s rychlosti mrazeni -8 °C/min. Vyhodou téchto zafizeni
je jednoduché ovlivnéni rychlosti mrazeni (Purdy 2006). K mrazeni inseminacnich davek
Vv pejetach se pouziva také chladiciho stojanu. Pejety jsou nejprve predmrazeny v pare tekutého
dusiku o teploté mezi -75 °C a -125 °C. Nakonec jsou ponofeny piimo do tekutého dusiku a
v ném uchovavany pii teploté¢ -197 °C (Lv et al. 2019). Rychlost chlazeni lze regulovat
vzdalenosti pejet od hladiny tekutého dusiku nebo objemem pejet. Leboeuf et al. (2000) uvadi
nasledujici postup kryokonzervace pejet Vv tekutém dusiku. Pejety jsou v horizontalni poloze
zavéSeny nad tekutym dusikem, kde jsou ve vySce 4—5 cm nad hladinou mrazeny parami dusiku
po dobu 4 az 5 minut. Nasledné jsou pejety ponofeny do tekutého dusiku. Savvulidi et al. (2021)
ve své praci uvadi n€kolik mrazicich kiivek, vhodnych pro kryokonzervaci inseminacnich
davek berana. K minimalnimu poskozeni akrozomu doslo pii zmrazeni spermatu nasledujicim
zpusobem. Pejety byly nejprve 15 cm nad povrchem tekutého dusiku po dobu 3 minut. Nasledné
9,5 cm nad tekutym dusikem po dobu 2 minut. Poté 1 minutu ve vySce 5 cm nad hladinou
tekutého dusiku a nakonec 2 minuty ve vySce 1,5 cm nad hladinou.

3.5.5.3 Lyofilizace

Lyofilizace je proces, pti kterém dochazi k dehydrataci spermatu, za pomoci mrazu.
Takto upravené inseminacni davky by se daly uchovéavat pii pokojové teploté, nebo
v chladnic¢kach. Oproti kryokonzervaci je vSak lyofilizace komplikovanéjsi proces. Zahrnuje
primarni a sekundarni vysouseni. Nejprve dochazi k preméné kapalné faze na ledové krystalky.
Poté se zmrzla voda odpafi v podobé vodni pary ve vakuovém prostiedi. V takto vysuSeném
vzorku stale zbyva 8-10 % vlhkosti. Nasleduje tedy sekundarni suseni, kdy je nezmrazena
vazand voda zahiivana v nejniz§im vakuu, coZ zpusobi pfeménu vazané vody na vodni paru
(Lv et al. 2019). Prvnim tspéchem v lyofilizaci spermatu nastal v roce 1998, kdy byly ziskany
zdravé myS$i po inseminaci lyofilizovanymi spermiemi. Bé&hem lyofilizace a rehydratace
spermii dochézi ke ztraté jejich pohyblivosti. Musi byt, proto pouzita technologie ICSI
(intracytoplasmic spermatozoa injection), pomoci které dochazi k zavedeni lyofilizovanych
spermii do oocyti (Wakayama & Yanagimachi 1998). Podle Olaciregui et al. (2017) se daji
lyofilizovani ov¢i spermie uchovavat pii teploté 4 °C a pii pokojové teploté, po dobu 12 mésict.
Proces lyofilizace poskozuje spermie vic, nez je tomu pii bézné kryokonzervaci. Dochazi
k degradaci DNA a ke strukturalnim abnormalitim chromozomd. Existuji vSak procesy, které
pomahaji zmirnit negativni ucinky lyofilizace (Lv et al. 2019). Je jesté hodné prostoru pro
zdokonalovani metody lyofilizace sav€ich spermii.

3.5.5.4 Vitrifikace

Béhem kryokonzervace dochazi k tvorbé krystalti ledu, které strukturdlné poskozuji
spermie. MoZznym feSenim je vitrifikace. Ta pfedstavuje pfimou preménu roztokl z kapalného
stavu do sklovitého stavu, bez tvorby intraceluldrniho ledu. V ptipadé vitrifikace se vyuziva
vysokych koncentraci kryoprotektiv a ultrarychlého zmrazeni pfimym ponofenim do tekutého
dusiku. Pfi vitrifikaci neni nutné vyuzivat vaje¢ného zloutku ani glycerolu. Nevyhodou
vitrifikace je pocatecni kiehkost vzorku a také cytotoxicita vysokych dévek kryoprotektiv.
Béhem vitrifikace navic spermie prichdzi o pohyblivost, v disledku citlivosti na osmotické a
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chemické zmény. Resenim je technika ICSI. Prvni vitrifikace byla provedena uz v roce 1938
na spermiich zaby. V tomto ptipadé vSak byla prokézana téméf nulova prezitelnost spermii.
V roce 2008 se podaftilo ziskat malé mnozstvi zivotaschopnych lidskych spermii po vitrifikaci,
S 65% progresivni motilitou. V oblasti reprodukce malych pifezvykavcei zatim neexistuje
dostatek zdroji, tykajicich se procesu vitrifikace. Nekteré experimentalni pokusy vitrifikace uz
se v8ak daji dohledat i v tomto odvétvi. Vitrifikace ma do budoucna velky potencial, i kdyz
behem této metody dochazi k vétSinové nebo uplné ztraté zivotaschopnosti spermii. Takto
poskozené spermie mohou byt nadale injektovany do oocytd za pomoci techniky ICSI
(Jiménez-Rabadan et al. 2015; Lv et al. 2019).

3.5.5.5 Reverzibilni inaktivace spermii

Pti této metod¢ dochazi k moznosti uchovani inseminacnich davek pii pokojové teploté.
Prvni experimenty s inhibi¢nim u¢inkem oxidu uhli¢itého na motilitu spermii byly provedeny
uz v roce 1924. IVT (Illini Variable Temperature) a CUE (Cornell University Extender) jsou
fedidla pouzivana pii konzervaci spermii nad bodem mrazu. (Salamon & Maxwell 2000).
Smirnov & Postavnaja (1960) uvadéji, ze pii pouziti fedidla IVT byla po dobu 6-7 dnti
zachovana vysoka motilita a rezistence spermii, a to pii teplot¢ 10 °C. K tomuto zptisobu
uchovavani spermatu chybi dostatek odborné literatury, a to zejména v oblasti chovu ovci.
Nalezené zdznamy jsou spiSe starSiho vydani. Z toho lze usuzovat, Ze tento zptisob konzervace
neni v praxi pfili§ vyuzivan.

3.5.6 Rozmrazeni

Inseminacni davky ve formé pejet se rozmrazuji ve vodni 1azni o teploté 3540 °C. Pelety
s inseminacni davkou, se obvykle rozmrazuji suchou formou ve sklenénych zkumavkach, pfi
teploté 37 °C (Lv et al. 2019; Leboeuf et al. 2000). Dorado et al. (2007) uvadi rozmrazovani
inseminacnich davek v pejetach po dobu 30sekund tésné pred samotnou inseminaci, za pouziti
vodni 1azné o teploté 39 °C. Wakayama a Yanagimachi (1998) uvadi teplotu pro rozmrazeni
davek v pejetach okolo 37 °C a dobu potiebnou pro rozmrazeni v rozmezi 12—-30 sekund. Bylo
vyzkouseno 1 vice zplisobll rozmrazovani inseminacnich davek. Diive bylo praktikovano takeé
rozmrazovani davek pfi teplot¢ 5 °C po dobu 2 minut. To vSak nemélo takové parametry
semene, jako davky rozmrazené pii teploté 37 °C. Lepsich vysledki, nez pfi pouZziti vodni ldzné
0 teploté 37 °C, bylo dosazeno rozmrazenim déavek pfti teploté 75 °C po dobu 10 s, respektive
70 °C po dobu 7 s. Dale 1ze pouzit teplotu vodni 1azné 40 °C a dobu rozmrazeni 20 s (Wakayama
& Yanagimachi 1998). Avsak v praxi je ve vét§iné piipadd pouzivana metoda klasického
rozmrazovani insemina¢nich davek ve vodni lazni pii teploté 37 °C po dobu 30 s. Divodem je
jednodussi a rychlejsi prace s inseminacni davkou v terénu a také nemoznost piehiat davku a
znicit tak cenény geneticky material (Leboeuf et al. 2000).
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3.6 Ovéreni kvality inseminac¢nich davek In vivo
3.6.1 Uméla inseminace

Umeéld inseminace v chovu malych pfezvykavci byla velkym pokrokem v fizeni
reprodukce. Nyni je hlavnim nastrojem, pomoci kterého miizeme fidit programy genetického
vybéru ovci. Hlavni pfednosti inseminace je plnohodnotné vyuziti genetického potencialu
zadanych plemenikt. Inseminace umoznuje kontrolu reprodukce, rychlejsi testovani potomki
a tim rychlejsi geneticky pokrok (Colenbrander et al. 2003). Dalsi vyhodou je reprodukce mimo
pfirozené piipoustéci obdobi s naslednym zvysenim ekonomiky chovu. Diky vyuziti umélé
inseminace dochazi k mnohonasobnému nartistu potomkii po vynikajicim plemenikovi, s
zadanym genetickym materidlem. Dalsi vyhodu je produkce inseminacnich davek do mnoha
chovli po celém svéteé, ¢imz dochazi k rozsiteni genetického materidlu bez rizika Sifeni
pohlavnich a dalsich nékaz, ke kterym dochazi pii ptfirozené plemenitbé neprovérenych jedinct.
Ptikladem Slechtitelského vyuziti inseminace je chov ovci v Australii, kde bylo pfi pfirozené
plemenitbé ziskano 22 jehnat po jednom beranovi za rok. Pfi pouZiti inseminace Cerstvym
spermatem se narodilo 500 jehiiat po jednom beranovi za rok. Pfi pouziti mrazeného spermatu,
které bylo odebirano po cely rok, pii 9 odbérech tydné, ziskal chovatel od jednoho berana 12
000 narozenych jehnat (Kulovana 2002). To je tedy hlavni vyhodou inseminace provadéné u
ovci, kdy jsme schopni od jednoho plemenika ziskat nékolikandsobné veétsi pocet
prednosti umélé inseminace, je pomoc pii zachovani genetické rozmanitosti ptivodnich plemen
malych ptfezvykavcil. U téch doslo v poslednich letech ke znacnému poklesu, z diivodu chovu
komerénich vysoce produktivnich plemen, vzniklych za pomoci Slechtitelskych technik (Lv et
al. 2019).

Diky vy$§imu poctu oplodnéni schopnych samic narlsta i narok na plodnost samct. To
vede k rozvoji reprodukénich programl hlavné v oblasti umélé inseminace, 1 kdyz se zatim
zdaleka nedosahlo potencidlu tohoto odvétvi. Naptiklad ve Francii dochdzi k vyuziti umélé
inseminace zhruba u 10 % koz, chovanych na produkci mléka. Ve Spanélsku se jedna pouze o
1 % celkové populace. To ma za nasledek pomalou reakci na praci Slechtitelskych programt
(lannuzzi et al. 2021).

3.6.2 Zpiisoby umélé inseminace

3.6.2.1 Intravaginalni inseminace

Pt této metodé€ se inseminacni davka vpravuje do horni ¢asti poSevni klenby. Inseminaéni
pipetu zavadime mirn€ zvednutou a dadvame pfitom pozor, aby nedoslo k zasunuti pipety do
mo&ové trubice nebo perforaci stény posevni (ZOOTECHNIKA.CZ. 2009; Cunét et al. 2013).
Jedné se o nejjednodussi zplisob inseminace. Pii této metodé neni vhodné pouziti mrazené¢ho
spermatu a uspésnost této metody je velmi variabilni (Schoenian 2019). Doporuceny objem
inseminacni davky pro tspéSnou inseminace je 0,3 — 0,5 ml. Pocet pohyblivych spermii pak
300 az 400 x 108 (Macias et al. 2020).

15



3.6.2.2 Intracervikalni inseminace

Inseminac¢ni davka se pfi této metod¢ aplikuje do délozniho krcku, do hloubky asi 1-2
cm, Cunat et al. (2013) uvadi 1,5 cm. K inseminaci se pouziva posevni zrcadlo, které se vsunuje
10-13 cm hluboko do pochvy. Cim blize k déloze je inseminaéni ddvka aplikovana, tim je vétsi
Sance pro zabieznuti. Porodnost je pii pouziti Cerstvého nebo chlazeného spermatu pfijatelna,
avsak pfi pouziti mrazeného spermatu se dosahuje nevyhovujicich vysledki (Schoenian 2019).
K efektivnéjSimu pouziti cervikdlni metody inseminace byl vynalezen prostitedek k
jednodussimu vpravovani inseminacni davky do téla samice a k vyhnuti se retrogradnimu toku.
Tento prosttedek je ozna¢ovan jako DARIO a pfi jeho pouziti dochazi k hlubokému ukladani
inseminacni davky do d€lozniho kréku ovei. Za pomoci DARIO dochazi k vyssi plodnosti.
Potiebné mnozstvi inseminacni davky se pohybuje okolo 0,2 ml. Pohyblivych spermii pro
zabfeznuti plemenice je pak za potiebi 400 x 10° v jedné insemina¢ni davce (Macias et al.
2020).

3.6.2.3 Transcervikalni nitrodélozni inseminace

Insemina¢ni davka se pii transcervikalni nitrod€lozni inseminaci, bez pouziti
laparoskopie, aplikuje za délozni kréek, tedy aZ na okraj délohy. Tento zplisob vyzaduje pouziti
poSevniho zrcadla a Sikovnosti technika, ktery intrauterinni inseminaci provadi
(ZOOTECHNIKA.CZ. 2009). Tento zplsob je vSak mozné vyuzit zejména u koz. U ovci je
tato metoda komplikovana, kvtili nemoznosti projit déloznim krékem, ktery je u ovcei pfirozené
klikatéjsi, a tedy hiife proniknutelny (Lv et al. 2019). Velkym rizikem je poranéni délozniho
kréku pfi samotném tukonu, proto se dnes v praxi vyuziva spiSe jinych zpisobii umeélé
inseminace (Carneiro et al. 2019). Pfi této metod¢ je zapotiebi inseminacnich davek o objemu
0,1 az 0,5 ml a pocet pohyblivych spermii by mél byt alespoii 60 x 108 (Macias et al. 2020).

3.6.2.4 Intrauterinni laparoskopicka inseminace

Pt1 laparoskopické inseminaci dochazi k fekonani anatomickych bariér reprodukéniho
Gstroji samice a k hlubokému intrauterinnimu uloZeni inseminaéni davky. Usp&snost
laparoskopické inseminace je zavisla hlavné na spravné synchronizaci fije a na dokonalé
znalosti fyziologie reprodukcni soustavy samice. Pii samotném uUkonu muiZe dojit k fadé
komplikaci, zejména kvlli nedostatecné piipravé samice, Spatnému provedeni, nebo kvili
nedostate¢nému vybaveni (Sathe 2018). Laparoskopickou inseminaci je doporuc¢ené provadet
pod mirnou sedaci. Po dokonceni ukonu je Zadouci, aby oSetfend plemenice sama odeSla a byla
schopna okamzité pfijimat potravu. Pti zakroku miZze dojit k ruptufe bfisnich organt, vzniku
subkutanniho emfyzému, peritonitidy, hematomu, intraabdominalni adhezi nebo krvaceni
dé¢lohy (Sathe 2018).

Pt intrauterinni laparoskopické inseminaci dochéazi k uloZeni spermatu pies sténu bfisni,
ptimo do d€loznich rohi. Tento zékrok je minimalné invazivni a trva asi jen 2-5 minut. Sathe
(2018) odhaduje délku ukonu na 10-15 minut i s pfipravou. Mira zabfeznuti se pfi této metodé
pohybuje od 50 do 80 % (Schoenian 2019). Primérna inseminaéni davka o objemu 0,05-
0,10 ml, potiebna k oplozeni jedné samice laparoskopickou metodou, obsahuje 20-25 miliont
aktivnich spermii. To je nizky pocet ve srovnani s intravagindlni a transcervikéalni inseminaci
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(Cseh et al. 2012, Macias et al. 2020). Z jednoho odebraného a zmrazeného ejakulatu tak mtze
byt zapusténo 50 az 100 plemenic (Sathe 2018). Dulezitym faktorem pro ispésnost této metody
je vybér vhodnych jedincti. LepSich vysledktu se dosahuje u mladych ovci, optimalni télesné
kondice (Kenyon et al. 2004; Kleemann & Walker 2005). U zvifat, ktera byla inseminovana pii
hodnotach BCS pod 2 a naopak nad 4, bylo pozorovano snizeni miry biezosti, diky mensi
zivotaschopnosti embryi. Doporucena télesna kondice, ve které by se méli udrzovat bahnice
béhem obdobi reprodukce, je 2,5-3 BCS (Abdel-Mageed 2009). Na zabieznuti ma vliv také
stres, kterému vystavujeme samice pied planovanou inseminaci. Podle McCappin & Murray
(2011) klesla mira téhotenstvi u bahnic, které byly vystaveny 4 az 6 tydnl pied inseminaci
stresu, vyvolanému manipulaci se zvitaty a ikony spojenymi s oSetfovanim ovci.

Tento zptsob inseminace je preferovan zejména pii pouziti zmrazeného spermatu, jelikoz
je plodnost kryokonzervovanych spermii cervikdlni metodou inseminace extrémné nizka
(Salamon & Maxwell 1995). Kromé¢ toho intrauterinni inseminace vykazuje vyssi zabiezavani
nez inseminace intracervikalni také u spermatu Cerstvého (Santos-Neto et al. 2015). McCappin
a Murray (2011) uvadi, Ze 70 % bahnic zabiezlo po inseminaci zmrazenym spermatem, zatim
co po pouziti Cerstvého spermatu doslo k biezosti u 58 % testovanych ovci.

Z téchto divodi je intrauterinni inseminace, provadénd pomoci laparoskopie, pouzivana
ve velkém mnozstvi ve spousté zemi svéta, piestoze tato metoda vyzaduje veterinarni odbornost

wev

wev

navrzeno n&kolik dalSich alternativ, které by nahradily pouziti laparoskopie, tato technika je
stale vychozi metodou pro dosazeni vyss§i miry zabiezavani u ovci (Casali et al. 2017).

3.7 Ovéreni kvality inseminacnich davek pomoci pristrojovych metod
3.7.1 CASA (computer assisted sperm analysis)

3.7.1.1 Princip fungovani

Jedna se 0 automaticky pocitaovy systém, ktery se sklada z kamery s vysokym
rozliSenim, mikroskopu s fazovym kontrastem, softwaru a hardwaru (Talarczyk-Desole et al.
2017). Zakladnim principem je ziskavani a analyza potizenych snimkd, které zachycuji pohyb
hlavicky spermii. Snimky jsou nasledné pievedeny do digitdlni podoby. Hlavnim piinosem
CASA je pofizovani informaci souvisejicich s kinematickymi parametry spermatu. Systém
dokdze hodnotit nasledujici parametry: celkovou pohyblivost, progresivni pohyblivost,
prumérnou rychlost drahy, ptimou rychlost, kiivo¢arou rychlost, amplitudu laterdlniho posunu
hlavicky, frekvenci kiiZeni a linearitu (Bompart et al. 2018). Systém je také schopny ziskat
pfesné informace o koncentraci, Zivotaschopnosti a morfologii spermii.

Soutadnice spermii jsou uréeny podle jadra hlavicky, anebo podle nejjasnéjsiho bodu,
ktery se nachazi na hlavi¢ce spermie. Nésledné zacne program vyhleddvat souvisly obraz
oblasti, ve které se hlavicka spermie nachazi. Touto oblasti je kruh s ur€enym polomérem, coz
je maximalni vzdalenost, kde se miliZze spermie v urcitém cCase pohybovat. Poté dochazi
k vypoctu soufadnic trajektorie pohybu kazdé spermie. Je rekonstruovan pohyb téchto spermii
a nasledn¢ jsou vypocteny jejich dynamické hodnoty (Lu et al. 2014).
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3.7.1.2 Hodnocené parametry

Parametry, které jsou ziskavany pomoci CASA, a které jsou zkoumany v této praci jsou
nasledujici. Motilita spermii (MOT) je celkova pohyblivost spermii. Progresivni pohyblivost
(PROG) ukazuje pohyb spermie vpied za hlavickou. Kfivocara rychlost (VCL) je praimérna
rychlost drahy hlavicky spermie podél jeji skutecné trajektorie. Pfimocara rychlost (VSL) je
primérna rychlost drédhy métend v ptimce od zacatku drahy do jejiho konce. Primérna rychlost
drahy (VAP) je primérna rychlost vyhlazené drahy spermie. Rychlost primérné drahy (STR)
je pomér mezi VSL a VAP. Linearita kiivocaré drahy (LIN) znazoriiuje pomér mezi VSL a
VCL (Bravo et al. 2011).

Correia et al. (2021) ve své praci uvadi, Ze je sperma povazovano za nepohyblivé, pokud
je kiivocara rychlost pod 10 um/s; pomalé, pokud je kiivocara rychlost mezi 10 a 45 pum/s;
sttedné rychlé, pokud je mezi 45 a 75 um/s; a rychlé, pokud je nad 75 um/s. Jako progresivné
pohyblivé spermie, jsou uvadény ty, které vykazuji piimost pohybu nad 80 %. Inanc et al.
(2019) hodnotil motilitu beraniho spermatu pii teploté¢ 37 °C a pii 10nasobném zvétSeni.
Motilitu hodnotil jako rychlou (> 120 pm/s), stfedni (> 90 um/s), pomalou (> 60 um/s) nebo
statickou.

Je dualezité zdlraznit, ze existuje n€kolik systémul pocitacové analyzy CASA, a jejich
vysledky mezi sebou obvykle nelze hodnotit. Rychlost a pocet snimkt ziskanych za sekundu,
mohou vyznamné ovlivnit vysledky méfeni. Cim pocetn&ji je lokalizace hlavy spermii a ¢im
nizsi je interval mezi snimky, tim lep$i je pfesnost rekonstrukce trajektorie pohybu spermii.
Pouzitd koncentrace spermii je dal$im faktorem, ovliviiujicim vysledky CASA. Proto je
dilezité vzorky spermatu fedit, jelikoz napt. pti koncentraci 100 x 106/ml, bylo zjisténo, ze v
nékterych pripadech nebyla CASA schopna provést méfeni, kvili vysokému piekryvu spermii.
Vzorky spermatu pro analyzu je dobré fedit na koncentraci 20x10%/ml. K fedéni vzorkd pro
analyzu CASA lze vyuzit riznd média, jako je napf. izotonicky roztok NaCl, fosfatovy pufr
(PBS), nebo Bioexcell (Contri et al. 2010).

3.7.2 Priitokova cytometrie

Pfesnou a objektivni metodou pro hodnoceni spermatu je hodnoceni pomoci prutokové
cytometrie. Tato metoda umozinuje rychlé a zcela automatizované hodnoceni velkého poctu
spermii. Vyhodou je schopnost oddélit cizorodé slozky spermatu, které by mohli ovlivnit
vysledek méteni (Brito et al. 2016). K ucelim priitokové cytometrie jsou pouzivany pfistroje
jako je CytoFLEX, Epics V, nebo NovoCyte.

Principem vySetieni je proudéni spermii kolem zdroje laserového paprsku a jejich
elektronicka detekce pomoci rozptylu svétla nebo fluorescence (Petrunkina & Harrison 2010).
Pro lepsi analyzu byva koncentrace spermii v hodnoceném vzorku upravena na hodnotu 2 az 5
x 108 spermii/ml. Vzorky jsou pak analyzovany pomoci softwaru prittokového cytometru (Pool
et al. 2020). Vystupem ze softwaru je mnohorozmeérny graf, do kterého jsou zanesena vSechna
jednotliva méfeni. Bunky jsou podle zjisténé vlastnosti rozdéleny do skupin, které vytvaieji
jednotlivé populace s podobnymi znaky.

Pritokova cytometrie je schopna analyzovat pomérné¢ velké mnoZstvi spermii za méné
nez 1 minutu (Christensen et al. 2004). Vlastnosti, které lze hodnotit, jsou celkova
zivotaschopnost, poskozeni plazmatické membrany, poSkozeni akrozomil, nebo
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mitochondrialni aktivita. Zivotaschopné spermie jsou definovany jako buiky s intaktni
plazmatickou membranou, intaktnim akrozomem a vysokou mitochondridlni aktivitou
(Savvulidi et al. 2021).

Zivotaschopnost spermii je hodnocena na zakladg integrity plazmatické membrany, kdy
jsou bunky barveny pfimo za pomoci barviva SYBR -14, které obarvi pouze metabolicky
aktivni latky. SYBR-14 zptsobuje, Ze jadra zivych spermii fluoreskuji jasn€ zelenou barvou
(Garner et al. 1994; Vasicek et al. 2022) PoSkozeni plazmatické membrany bunék je detekovano
pomoci propidium jodidu, nebo 7-AAD (7-amino-aktinomycin-D). Vyhodou 7-AAD je, Ze
dokaze zabranit vzajemnému pielinani mezi oranzovou a zelenou fluorescenci (Perticarari et
al. 2007). K hodnoceni poruseni akrozomu spermii se nejcasteji pouzivaji lektiny, predevsim
pak PNA, PSA nebo LCA. Dalsim dulezitym ukazatelem kvality spermatu je mitochondrialni
aktivita. Tu méfime za pomoci mitochondridlntho membranového potencialu, s pouzitim
rhodaminu 123, JC-1 nebo MitoTrackeru (Vasicek et al. 2022). Propidium jodid zpusobuje
obarveni jader nezivotaschopnych spermii ¢ervenou barvou. Pro hodnoceni poskozeni
akrozomt se vyuzivéa barvivo PNA lectin a pro hodnoceni mitochondrialni aktivity MTR DR
(MitoTracker Deep Red).

K fluorescenci se vyuzivaji filtry jako je 515 nm filtr s dlouhym prichodem, 525 nm
pasmovy filtr pro detekci FITC-PNA nebo SYBR-14, 630 nm filtr s dlouhym prichodem pro
detekci propidium jodidu (Purdy & Graham 2004; Purdy 2006).
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4 Metodika

4.1 Vybér hodnocenych faktorit majicich vliv na kvalitu spermatu

Jelikoz vSichni plemenici pochazeli z jednoho chovu, mohlo dojit k opomenuti vnéjsich
faktort, které by mohly mit vliv na kvalitu spermatu v priibéhu procesu kryokonzervace. Stejné
tak vliv plemene pro nas neni rozhodujicim faktorem, nebot’ vSichni plemenici jsou jednoho
plemene.

Z interni chovatelské evidence byly od kazdého plemenika zaznamenany informace o
krevni linii, v€ku, ¢etnosti vrhu, genotypu a zivé hmotnosti ve 100 dnech véku.

Byl nezévisle i soubézné sledovan vliv faktort na ukazatele spermatu pted ekvilibraci, po
ekvilibraci a po kryokonzervaci. Na zaklad¢ prikaznosti byly vybrany vliv véku a vliv ¢etnosti
vrhu jako fixni faktory.

4.2 Odebirani plemenici

Ejakulat byl odebirdn od Sumavskych beranti, chovanych na farmé Michlova Hut'. Jedna
se 0 malou obec, ktera je soucasti mésta Vimperk v okrese Prachatice, v JihoCeském kraji.
Misto chovu se nachazi v nadmotské vysce 945 m n. m.

Chov ma uzavieny obrat stdda, coz znamena, ze jsou plemenici do chovu vybirani
z vlastnich berank, kteti vSak podléhaji ptisné selekci. Berani jsou chovani vSichni spole¢né
ve skupinovém kotci v ov€ing, s trvalym venkovnim vybéhem. Vyziva je zajisténa kvalitnim
senem piedkladanym ad libitné po cely rok. Ke krmeni se dale vyuziva senaz a jadro (oves).
Do krmiva jsou pfidavany mineralni dopliky. Dale je plemeniktim k dispozici ad libitné solny
liz a Cerstva nezdvadnéd voda. Veskeré komponenty pro chov musi pochéazet z ekologického
zeméd¢lstvi, jelikoz chov funguje v ekologickém rezimu.

Jedna se o zdravé jedince bez znamek onemocnéni, kteti jsou kazdoro¢né podrobeni
zdravotnim testim.

Reprodukce je v chovu obstaravana prirozenym piipousténim tzv z ruky, kdy se ovce
Vv obdobi fije pfivede k vybranému plemenikovy, Ktery nasledné zajisti jeji zapusténi.

4.3 Odbér ejakulatu a zpracovani

Odbéry ejakulatu plemeniki byly uskute¢nény 14.6.2022. K odbéru ejakulatu byla
vyuzita metoda odbéru do umélé vaginy (Minitiilb GmbH, Tiefenbach, Némecko). Teplota vody
pouzita v mezisténé umélé vaginy byla vytemperovana na teplotu 38°C. Pro sbér ejakulatu byl
vyuzit jednorazovy sbéra¢ (latexovy prezervativ), jehoz vnitini ¢ast byla vymazana vazelinou,
ktera slouZila jako lubrikacni latka.

Odebirany plemenik byl pfiveden k samici, ktera slouzila jako tzv atrapa. Nasledné doslo
K nastimulovani samce, za pfitomnosti ovce. Po naskoceni plemenika na samici doslo
k odklonéni penisu samce do pfedem pfipravené umélé vaginy. Po ukonceni ejakulace, ktera
trva par sekund, dosSlo k optické kontrole odebraného mnozstvi ejakulatu a k dezinfekci
predkozky berana. Tento postup byl aplikovan u vSech plemenik.
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Ihned po odbéru byl na mist¢ ejakulat nafedén v poméru 1:1 (ejakulat : fedidlo) fedidlem
OptiXcell, od spole¢nosti IMV Technologies, L’Aigle, Francie. Redidlo bylo vytemperovano
na teplotu 38°C. Po natedéni byly vzorky spermatu zchlazeny na teplotu 7 °C a pfi této teploté
byly pievezeny v pfenosném automatickém chladicim boxu do laboratofe.

4.4 VySetieni spermatu pred ekvilibraci

V laboratofi probehlo vysetieni spermatu pied ekvilibraci za pomoci mobilni pocitatove
asistované analazy spermii (mCASA — model iSperm, Aidmics Biotechnology Co., LTD,
Taipei City, Taiwan). Prace se spermatem a samotné vySetfeni probihalo pfi pokojové teploté,
na vyhfevné desce, nastavené na teplotu 38 °C.

Jako prvni byla provedena analyza vzorkt na kalibrovaném spektrofotometru (Genesys
10S Vis, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), abychom zjistili
koncentraci spermii ve spermatu. V ptipadé potieby doslo k nafedéni spermatu na pozadovanou
finalni koncentraci cca 200 mil. spermii/ml spermatu.

Pro spravné vyhodnoceni MCASA musel byt vzorek nafedén piislusSnym fedidlem na
koncentraci 20 mil. spermii/ml. Nasledn€ bylo pfeneseno mnozstvi vzorku o objemu 7 pl na
jednorazovou analyzacni komurku, ktera byla upevnéna na Cocku pftistroje. Nakonec doslo
k hodnoceni vzorku spermatu za pomoci softwaru MCASA piednastaveného pro analyzu
beraniho spermatu.

4.5 Priprava vzorku pro kryokonzervaci a ekvilibrace

Natedény ejakulat v poméru 1:3 (ejakulat : optiXcell) byl plnén do pejet o objemu 0,25
ml, které byly nésledné¢ uzavieny polyvinyl alkoholem — PVA (IMV Technologies, L"Aigle,
Francie). Nasledné byly vSechny pejety pfeneseny na nerezovy stojan, se kterym byly vlozeny
do chladnic¢ky nastavené na teplotu 4 °C. Pfi této teploté doslo k ekvilibraci, ktera probihala
pfes noc (cca. 12 hodin).

4.6 VysSetieni spermatu po ekvilibraci

Po ekvilibraci bylo sperma hodnoceno za pomoci mMCASA (model iSperm, Aidmics
Biotechnology Co., LTD, Taipei City, Taiwan) a prutokové cytometrie. Vysetieni spermatu
pomoci MCASA probihalo totoznym zptisobem, ktery je popsan v kapitole 4.3.

Hodnoceni spermatu za pomoci pritokové cytometrie probihalo na pfistroji NovoCyte
3000, (Acea Biosciences, Agilent, Santa Clara, California, USA), vybaveném lasery
emitujicimi fialové (405 nm), modré (488 nm) a Cervené (640 nm) zateni. Vzorek spermatu byl
obarven pomoci fluorescenénich barviv Hoechst-33342 (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA) o finalni koncentraci 10 pg/ mL, Pl (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) o finalni
koncentraci 8 pg/ mL, PNA-FITC (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
o finalni koncentraci 0,5 ng/ mL a fluorescencnim barvivem MitoTracker Deep Red (Sigma
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) o finalni koncentraci 80 nM. Pro sbér a anlyzu dat byl pouzit
software NovoExpress 1.3.0 (Acea Biosciences, Aglient, Santa Clara, California, USA). Pro
eliminaci signalu nespermatickych ¢astic bylo vyuzito vlastnosti barviva Hoechst-33342 a
parametri SF (forward scatter) a SSC (side scatter).
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Za pomoci prutokového cytometru byly sledovany nasledujici vlastnosti spermatu.
Celkova zivotaschopnost bunék za pomoci Hoechst-33342+/PI-/PNA-FITC-/MitoTracker
Deep Red+, procento bunék s poskozenou plazmatickou membranou diky barvivu propidium
jodid, buiiky s poSkozenym akrozomem pomoci barviva PNA-FITC a mitochondridlni aktivita
bunék za pomoci MitoTracker Deep Red.

Graf 1 Gatovaci strategie priitokové cytometrie pro urceni zivotaschopnych spermii
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Castice obsazené ve vzorku byly nejprve identifikovany pomoci bocniho rozptylu SSC a predniho
rozptylu FSC. Pro uréeni obsahu DNA byly bunky identifikoviny barvenim Hoechst-33342 (H-342).
Neporusenost plazmatické membrany byla u spermii hodnocena na zdkladé intenzity signalu propidium
jodidu (PI). PNA lektin (PNA-FITC) byl vyuzit pro hodnoceni celistvosti akrozomu. Spermie pozitivni i
na Mito Tracker Deep Red (MTR DR) byly povazovany za Zivotaschopné (Savvulidi et al., 2021)

4.7 Mrazeni vzorku

Mrazeni pejet pro nasledné dlouhodobé uchovani, probihalo nad parami tekutého dusiku.
K mrazeni inseminac¢nich davek byl pouzit polystyrenovy mobilni mrazici box od firmy Animal
Reproduction Systems, Inc., Chino, CA, USA. Stojan s pejetamy byl do mraziciho zafizeni
umistén tak, aby se pejety nachazely 5 cm nad hladinou tekutého dusiku. Doba, kterou pejety
stravily v této pozici, byla 10 minut. Nasledné¢ doslo ke kompletnimu ponofeni pejet pod
hladinu tekutého dusiku a doSlo tak k Gplnému zmrazeni insemina¢nich davek, které se
nasledné prendaly do goblet a uchovavaly v kontejneru s tekutym dusikem.

4.8 VySetieni spermatu po rozmrazeni

Insemina¢ni davky byly uchovavany v tekutém dusiku po dobu miniméalné 15dnt a
nasledné byly vyndany o rozmrazeny. K rozmrazeni byla pouzita technika vodni lazné, kdy se
pejety ponofily do vody o teploté¢ 38 °C na dobu 1 minuty. Po rozmrazeni davek doslo
k nasledné inkubaci v termostatu pfi teploté 38 °C, po dobu 1 hodiny.

Nasledné doslo k vySetfeni spermatu za pomoci MCASA a pratokového cytometru.
Postupy vysetieni byly stejné jako u vySetieni pied kryokonzervaci. Postup vySetteni je popsan
v kapitole 4.3 a 4.5.
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5 Statisticka analyza dat

Veskeré¢ statistické analyzy byly provedeny za pomoci statistického programu SAS 9.4
(SAS/STAT, 2011). Statistické soubory dat zmCASA a pritokové cytometric byly
vyhodnoceny pomoci procedury GLM (generalized linear model).

Za timto ucelem byly berani rozd€leni podle dvou kritérii, a to podle véku plemenikt a
Cetnosti vrhu, ze kterych plemenici pochazeji. Za ucelem zjisténi souvislosti mezi vékem
plemenika a kvalitou spermatu béhem fazi kryokonzervace, byly plemenici rozdéleni do ¢tyt
skupin: 1,5 let, 2,5 let, 3,5 leta 4,5 let a vice. Pro uicel zjisténi souvislosti mezi kvalitou spermatu
a Cetnosti vrhu plemenika, byly berani rozdéleni do dvou skupin: 1 (jedinacek) a 2 (2 mlad’ata
ve vrhu).

Modelova rovnice pro jednotlivé ukazatele
Y ijk=p + Vék-i + CV-j + b*konc. + e-jjk

o Yijk = zavisle proménnd MCASA a prutokové cytometrie (procento bun¢k vykazujicich
celkovou motilitu, procento buné€k s progresivnim pohybem, priimérna rychlost drahy
bunck, kiivocara rychlost buné€k, linedrni rychlost bun¢k, procento bun¢k s linearnim
pohybem, procento bunék s pfimym pohybem; procento bunck s neposkozenou
plazmatickou membranou a akrozomem (oplozenischopné buiky, procento bunék
s poskozenou plazmatickou membranou, procento bun€k s poskozenou plazmatickou
membranou a akrozomem, procento bunék s poskozenym akrozomem, procento bunék
s mitochondrialnim membranovym potencialem)

e u = obecnd hodnota zavisle proménné

e V¢ki = fixni efekt i-tého veéku plemenika (i = 1,5 roku, n = 20; i = 2,5 roku, n = 36; i =
3,5 roku, n =12; i = 4,5 roku, n = 16)

e Cvj = fixni efekt j-té Getnosti vrhu (j = plemenici pochézejici z jedinacka, n = 32; j =
plemenici pochazejici z dvojcat, n = 52)

e b*konc. = linearni regrese na koncentraci spermii v insemina¢ni davce (rozmezi)

® gjjk = zbytkova chyba

Statistické rozdily mezi jednotlivymi hodnotami nejmensich c¢tverci (LSM) byly
hodnoceny za pomoci Tukei — Kramerova testu, a to na hladiné vyznamnosti P <0,05.
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6 Vysledky

6.1 Vysledky CASA
6.1.1 Zakladni statistické adaje — CASA

V tabulce €. 3 jsou znazornény zakladni statistické udaje z mCASA. Jedna se o hodnoty
zmétené pred ekvilibraci, po ekvilibraci a po rozmrazeni inseminacnich davek, tedy po
kryokonzervaci. Ukazatelé, které nas zajimali pro vyhodnoceni celkové kvality spermii za
pomoci MCASA byli: celkova motilita, progresivni pohyb, primérna rychlost drahy, kiivocara
rychlost, linedrni rychlost, linearita a pfimost. Tabulka uvadi pro jednotlivé ukazatele
aritmeticky primér, smérodatnou odchylku, minimalni hodnotu a maximalni hodnotu.

Z vysledki je patrné, ze béhem zpracovani spermatu rapidné poklesla jeho kvalita, a tedy
i oplozenischopnost. Od cerstvého spermatu pred ekvilibraci, se behem procesu
kryokonzervace az témét Skrat snizila celkova motilita a az skoro 6krat procento progresivniho
pohybu spermii.

Tabulka 3 Zdkladni statistické charakteristiky — CASA

Varianta Ukazatel | Ce Arltr?etlvc’ky S Minimum = Maximum
prumér odchylka

tnost
MOT 84 67,55 13,60 23,60 92,80
PROG 84 45,79 13,29 10,11 78,29
Pred VAP 84 116,40 15,96 73,94 155,29
" , VCL 84 147,27 14,85 95,42 177,07
ekvilibraci
VSL 84 95.63 19,76 49,34 144,51
LIN 84 77,84 7,60 51,65 95,42
STR 84 63,33 10,70 35,54 91,81
MOT 84 40,43 17,14 2,56 76,56
PROG 83 20,50 11,71 2,00 48,72
VAP 84 94,69 13,34 61,46 152,81
Po ekvilibraci VCL 84 141,07 23,16 73,39 214,76
VSL 84 64,45 13,21 37,39 125,86
LIN 84 67,14 9,40 44,37 90,48
STR 84 49,41 10,34 25,49 79,08
MOT 84 14,03 11,08 0,00 41,52
PROG 83 7,78 6,69 0,00 24,37
PO VAP 84 83,03 27,06 0,00 146,48
kryokonzervaci VCL 84 111,50 32,13 0,00 222,23
VSL 84 64,37 27,80 37,39 125,86
LIN 84 70,99 19,39 44,37 90,48
STR 84 55,38 18,12 25,49 79,08

Zkratky: MOT (%) — motilita, PROG (%) — progresivni pohyb, VAP (um/s) — primérna rychlost drahy,
VCL (um/s) —kiivocara rychlost, VSL (um/s) —linearni rychlost, LIN (%) — linearita, STR (%) — pfimost
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6.1.2 CAGSA pred ekvilibraci

6.1.2.1 Popis modelu

Pouzity model vysvétloval nasledujici proménlivost ukazatelti: MOT z 39,8 %, PROG
z42,1 %, VAP z 23,4 %, VCL 24,1 %, VSL 2 32,8 %, LIN 2 38,3 % a STR z 44,9 %. V¢tSina
ukazatelli byla riiznou mirou statisticky prikazna (P <0,05), az na ukazatel VCL (P >0,05).
V modelové rovnici nebyl statisticky prokazan vliv véku plemenika na VCL. Dale nebyl
statisticky prokdzan vliv ¢etnosti vrhu plemenika na motilitu, VAP a VCL. Koncentrace spermiti
ve vzorku mohla mit vliv na zkresleni vysledk u motility (P <0,001) a progresivity pohybu
(P <0,05).

Tabulka 4 Popis modelu — CASA pred ekvilibraci

R2 P-model Vék Cetnost vrhu b*konc.
MOT 0,398 **k*k*x *Kkkk n.S. **kkk
PROG 0,421 *kk*k *kk*k * *
VAP 0,234 Bk =N n.s. n.s.
VCL 0,041 n.s. n.s. n.s. n.s.
VSL 0,328 R B aES &5 n.s.
LIN 0,383 kel fakaiaiad * n.s.
STR 0 449 *kk*k *kkk **%k%* n S

Zkratky: R?— koeficient determinace, Vék — stafi plemenika pii odbéru ejakulatu, Cetnost vrhu — podet
mladat ve vrhu, ze kterého plemenik pochazi, b*CONC — koncentrace spermii ve vzorku, MOT —
motilita, PROG — progresivni pohyb, VAP — primérna rychlost drahy, VCL — kiivocara rychlost, VSL —
linearni rychlost, LIN — linearita, STR — piimost

Mira vyznamnosti: n.s. - not significant (nevyznamné) = (P >0,05), * = (P <0,05), ** = (P <0,01),
*** = (P <0,001), **** = (P <0,0001)

6.1.2.2 Vliv véku plemenika na parametry spermatu pred ekvilibraci

Byly shledany statisticky vyznamné rozdily parametri spermatu, Vv zavislosti na véku
plemenikt pted ekvilibraci.

Jak je patrné z tabulky €. 5, nejvysSich hodnot celkové motility spermii pted ekvilibraci
vykazovali plemenici ve véku 2,5 a 3,5 let, mezi kterymi nebyl prokazan statisticky vyznamny
rozdil. Ten byl prok4zan s plemeniky ve véku 1,5 a 4,5 roku, ktefi méli horSi motilitu spermatu
zhruba o 14 %.

Hodnota progresivniho pohybu spermii byla piijatelnd pro skupiny plemeniki ve véku
2,5, 3,5 a4,5 let. Hodnoty téchto plemenik se statisticky vyznamné lisily s plemeniky 1,5 roku
starymi, u kterych bylo procento pro progresivni pohyb nejhorsi.

Primérna rychlost drahy (VAP) byla nejlepsi u spermii plemenikt starych 4,5 roku, i
kdyz se tato hodnota vyznamné neliSila s hodnotou plemenikt starych 2,5 roku.

Statisticky nejlepsi linearni rychlost spermii (VSL) byla prokdzana u plemenikt ve véku
4,5 let. Tito plemenici vykazovali nejlepsich hodnot také pro parametry linearity (LIN) a
ptimosti (STR). Naopak u plemeniku starych 1,5 a 3,5 roku byl patrny nejhorsi vysledek pro
tyto parametry, i kdyz nebyl v n¢kterych piipadech podlozen statistickou vyznamnosti S jinymi
skupinami.
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Tabulka 5 Viiv véku plemenika na parametry spermatu pred ekvilibraci — CASA (LSM +
SEM)

Skupina ek~ MOT ~ PROG VAP VCL VSL LIN STR
(roky) (%) (%0) (pm/s)  (pm/s)  (pm/s) (%0) (%0)
L(n=20) 15 0848 3094 10482 14357 8028 71,28 5432
™ +256% +245° +£339% £353% £393° +145° +£193°
2(n=3) 25 (407 BL71 11763 14808 9699 7834 6380
T £191°  £1,83° £253%  £264% +£294° £108° £144°
3(n=12) 35 (M2 4310 10077 15220 8366 7354 5452
T £317°  £3,04°  £420%®  £437° +487% +£180% +239°
4(n=16) 45 0592 4922 12801 14761 11480 8600 7563

+2,88% +£276° +£382°¢ +£398% +£443° +£163° +£21°¢
Zkratky: MOT — motilita, PROG — progresivni pohyb, VAP — primérna rychlost drahy, VCL —
kiivocara rychlost, VSL — linearni rychlost, LIN — linearita, STR — pfimost

a—c = rozdilna pismena ve sloupcich potvrzuji statisticky vyznamné rozdily (P <0,05)

6.1.2.3 Vliv ¢etnsoti vrhu na parametry spermatu pied ekvilibraci

Na parametr motility, VAP a VCL nebyl prokédzan vliv faktoru ¢etnosti vrhu. Progresivni
pohyb spermii byl statisticky prokazatelné¢ leps$i u plemenikl, ktefi pochazi z dvojcat, s
rozdilem 6,12 %. Plemenici z viceCetnych vrhli vykazovali lepSich hodnot také pro parametry
VSL s rozdilem 9,52 um/s, LIN s rozdilem 3,46 % a STR s rozdilem 7,19 %.

Tabulka 6 Vliv cetnosti vrhu plemenika na parametry spermatu pred ekvilibraci — CASA

(LSM + SEM)
Cetnost MOT PROG VAP VCL VSL
vrhu (ks) (%) (%) (num/s) (um/s) (num/s) LIN (%)  STR (%)
1 (n=32) 64,28 40,68 111,92 148,84 89,17 75,56 58,47
£2058  +£196° +£271%  £282%  +£314% +116° +154°2
67,40 46,80 118,64 146,89 98,69 79,02 65,66
2 (n=52)

+£1,70% +£1,63° +2,25° +2,35% £2,61° +096° +£1.28°

Zkratky: MOT — motilita, PROG — progresivni pohyb, VAP — primérna rychlost drahy, VCL —
kiivocara rychlost, VSL — linearni rychlost, LIN — linearita, STR — ptimost
a, b =rozdilna pismena ve sloupcich potvrzuji statisticky vyznamné rozdily (P <0,05)
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6.1.3 CASA po ekvilibraci

6.1.3.1 Popis modelu

Pouzity model vysvétloval nasledujici proménlivost ukazatelid: MOT z 5,8 %, PROG
z11,1%, VAP z 14,5 %, VCL z 15,3 %, VSL z 11,2 %, LIN z 13,8 % a STR z 26,2 %. Rtzna
mira prikaznosti modelu byla dosazena u parametrt VAP, VCL, LIN a STR. V ptipadé¢ MOT,
PROG a VSL nebyl model prikazny. V modelové rovnici byl statisticky prokazan vliv véku
plemenika na VCL, VSL, LIN a STR. Naopak nebyl prokazan vliv véku plemenika na MOT,
PROG a VAP. Vliv Cetnosti vrhu nebyl statisticky prokazan pro zadny ukazatel spermatu. Vliv
koncentrace spermii ve vzorku byl prokazan pouze pro ukazatel VAP.

Tabulka 7 Popis modelu — CASA po ekvilibraci

R2 P-model Vék Cetnost vrhu b*konc.
MOT 0,058 n.s. n.s. n.s. n.s.
PROG 0,111 n.s. n.s. n.s. n.s.
VAP 0,145 kel n.s. n.s. Ed
VCL 0,153 * * n.s. n.s.
VSL 0,112 n.s. * n.s. n.s.
LIN 0,138 * * n.s. n.s.
STR 0,262 Bk BRI n.s. n.s.

Zkratky: R?— koeficient determinace, Vék — stafi plemenika pii odbéru ejakulatu, Cetnost vrhu — podet
mlad’at ve vrhu, ze kterého plemenik pochazi, b*CONC — koncentrace spermii ve vzorku, MOT —
motilita, PROG — progresivni pohyb, VAP — primérna rychlost drahy, VCL — kiivo¢ara rychlost, VSL —
linearni rychlost, LIN — linearita, STR — piimost

Mira vyznamnosti: n.s. - not significant (nevyznamné) = (P >0,05), * = (P <0,05), ** = (P <0,01), *** =
(P <0,001), **** = (P <0,0001)

6.1.3.2 Vliv véku plemenika na parametry spermatu po ekvilibraci

Hodnoceni parametrti za pomoci MCASA, v souvislosti s vlivem véku plemenika na
hodnocené parametry, pfineslo nasledujici vysledky, které jsou zaznamenany nize, v tabulce €.
8.

Na motilitu spermatu, PROG a VAP nemél faktor véku plemenika prokazatelny vliv.

Nejvyssi hodnotu kiivocaré rychlosti spermii méli plemenici stafi 3,5 roku, 1 kdyz se
vyznamné neliSili s plemeniky ve véku 4,5 a 1,5 roku.

Procento linearity (LIN) dosahlo podobnych vysledkd u vSech skupin. Pouze mezi
skupinami plemeniki ve v€ku 1,5 a 2,5 let, byl sledovan statisticky rozdil ve prospéch starsich
plemenikt (rozdil 7,54 %). Tato v€kova kategorie plemenikti pak dosahovala nejlepSich
vysledku také pro ukazatel pfimosti (STR).
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Tabulka 8 VIiv veku plemenika na parametry spermatu po ekvilibraci — CASA (LSM + SEM)

Skupina Vék MOT PROG VAP VCL VSL LIN STR
(roky) (%) (%) (pm/s)  (pm/s)  (um/s) (%) (%)

1 (n=20) 15 40,09 17,05 89,57 142,75 57,46 63,35 43,70
’ +404% +268° +2998 +517% +3022% +2/12% +2282

2 (n=36) 25 42,76 24,52 94,66 133,74 67,84 70,89 55,53
’ +3,02% +202% +224%® +3862 +226° +£158° +170°

3 (n=12) 35 35,40 15,89 102,21 158,93 66,35 64,47 44,77
' +500% +332% +£371° +6,41° +£374%® +263% +383°?

4 (n=16) 45 41,38 19,95 93,49 143,71 62,55 65,04 45,04
’ +455% +302% +£337% +583% +340% +239% 42572

Zkratky: MOT — motilita, PROG — progresivni pohyb, VAP — primérna rychlost drahy, VCL —
kiivocara rychlost, VSL — linearni rychlost, LIN — linearita, STR — pfimost
a, b =rozdilna pismena ve sloupcich potvrzuji statisticky vyznamné rozdily (P <0,05)

6.1.3.3 VIliv éetnosti vrhu na parametry spermatu po ekvilibraci

Nebyl prokazan statisticky vyznamny vliv Cetnosti vrhu plemenika na parametry
spermatu ziskané za pomoci mCASA po ekvilibraci.

Tabulka 9 Vliv cetnosti virhu plemenika na parametry spermatu po ekvilibraci — CASA (LSM
+ SEM)

Cetnost MOT PROG VAP VCL VSL

vrhu (ks) (%) (%0) (num/s) (num/s) (num/s) LIN (%) STR (%)

1(n=32) 41,51 19,77 93,34 146,08 62,28 65,60 46,29
+323% +£214%  £239°? +4,132 +241% +£169% +£182%

2 (n=52) 38,30 18,94 96,62 143,49 64,82 66,27 48,23
+2,68% +£1,79% £199°? +3,44° +£2,01% +£141% +£152°

Zkratky: MOT —motilita, PROG — progresivni pohyb, VAP — prumérna rychlost drahy, VCL —kiivocara
rychlost, VSL — linearni rychlost, LIN — linearita, STR — piimost
a, b =rozdilna pismena ve sloupcich potvrzuji statisticky vyznamné rozdily (P <0,05)
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6.1.4 CASA po kryokonzervaci

6.1.4.1 Popis modelu

Pouzity model vysvétloval nasledujici proménlivost ukazatelti: MOT z 35,2 %, PROG
z17,7 %, VAP z 18,7 %, VCL z 17,3 %, VSL z 24,5 %, LIN z14,7 % a STR z 14,9 %.
Prikaznost modelu byla riiznou mirou dosazena u vsech ukazatel. V modelové rovnici byl
prokdzan vliv véku plemenika a vliv ¢etnosti vrhu plemenika pouze na parametry motility a
progresivniho pohybu. VIiv koncentrace spermatu v inseminacni davce na vysledky méfeni byl
prokdzan pro parametry VAP, VCL, VSL, LIN a STR.

Tabulka 10 Popis modelu — CASA po kryokonzervaci

R2 P-model Vék Cetnost vrhu b*konc.
MOT 0,352 Fkxk falaiaiad & n.s.
PROG 0,177 faie * * n.s.
VAP 0,187 ERed n.s. n.s. N
VCL 0,173 * n.s. n.s. faleed
VSL 0,245 LA n.s. n.s. BT
LIN 0,147 * n.s. n.s. *%
STR 0,149 * n.s. n.s. **

Zkratky: R?— koeficient determinace, Vék — stafi plemenika pii odbéru ejakulatu, Cetnost vrhu — podet
mlad’at ve vrhu, ze kterého plemenik pochazi, b*CONC — koncentrace spermii ve vzorku, MOT —
motilita, PROG — progresivni pohyb, VAP — primérna rychlost drahy, VCL — kiivocara rychlost, VSL —
linearni rychlost, LIN — linearita, STR — pfimost

Mira vyznamnosti: n.s. - not significant (nevyznamné) = (P >0,05), * = (P <0,05), ** = (P <0,01), *** =
(P <0,001), **** = (P <0,0001)

6.1.4.2 Vliv véku plemenika na parametry spermatu po kryokonzervaci

Vliv v&ku plemenika, na hodnocené parametry spermatu po kryokonzervaci, byl prokazan
pro ukazatele motility a progresivity pohybu.

Z tabulky ¢. 11 je patrné, Ze lepSich vysledkii motility spermatu dosahovali plemenici
stafi 3,5 a 4,5 roku S tim, Ze nejlepsi vysledky méli plemenici ve véku 4,5 let (23,46 + 2,44 %).
Nejhorsi motilitu spermatu pak méli plemenici stafi 2,5 let (7,27 £ 1,62 %), i kdyz se hodnota
nijak vyznamné nelisila S hodnotou plemenikd ve véku 1,5 roku (12,98 + 2,17 %).

Progresivita pohybu spermii byla opét nejlepsi u plemenikti ve staii 4,5 roku, tato hodnota
se vSak statisticky vyznamné neliSila s hodnotami plemenika ve véku 1,5 a 3,5 roku. Nejhorsi
procento progresivity pohybu spermii méla skupina plemenikl ve véku 2,5 let, avsak tento
vysledek se statisticky liSil pouze s plemeniky ve véku 4,5 let, s rozdilem 6,24 %.
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Tabulka 11 Viiv véku plemenika na parametry spermatu po kryokonzervaci — CASA (LSM +
SEM)

Skupina Y&k ~ MOT = PROG VAP VCL VSL LIN STR

(roky) (%) (%0) (pm/s)  (pm/s)  (pm/s) (%) (%0)

Ln=20) 15 1298 6,45 8805 11205 6925 7628 6161
T £217%  £148%  £592°  +7,09° 4586 +£4,35° +£4,06°

2(n=36) 25 7,27 5,01 7826 10379 6252 67,99 54,02
T +162°  +£1,10°  +442° +£530° +£438% +£325% +3,03°

3n=12) 35 8% 10,64 8492 11231 6336 7470 58,44
T £268%®  +£192%  £734°  £879% +£726°% +£539¢ +£503°

4(n=16) 45 2348 11,25 8457 12298 6151 70,06 51,12

+2,44° +166° +667° +£799° +£661° +490% +457°
Zkratky: MOT — motilita, PROG — progresivni pohyb, VAP — primérna rychlost drahy, VCL —
kiivocara rychlost, VSL — linearni rychlost, LIN — linearita, STR — pfimost

a-c = rozdilna pismena ve sloupcich potvrzuji statisticky vyznamné rozdily (P <0,05)

6.1.4.3 Vliv ¢etnosti vrhu na parametry spermatu po kryokonzervaci

Pti vySetfeni vzorku spermatu po kryokonzervaci byl zjistén vliv Cetnosti vrhu plemenika
na motilitu (MOT) spermatu a progresivni pohyb (PROG) spermii. Tyto vysledky dokumentuje
tabulka ¢.12.

Pro motilitu a progresivni pohyb byl prokazan statisticky vyznamny rozdil ve prospéch
plemenikl pochézejicich z viceCetnych vrhl (dvojcata). Rozdil pak ¢inil u motility 5,5 % a u
progresivniho pohybu 3,77 %.

U ostatnich parametrti nebyl prokazan statisticky vyznamny vliv tohoto faktoru.

Tabulka 12 Viiv cetnosti vrhu plemenika na parametry spermatu po kryokonzervaci — CASA

(LSM + SEM)
Cetnost MOT PROG VAP VCL VSL
vrhu (ks) (%) (%) (um/s) (um/s) (um/s) LIN (%) STR (%)
1(n=32) 12,90 6,45 82,78 109,15 62,79 73,65 58,50
+1,73* £1.21°% +4,73°2 +5,67° +4,682  +£347%  +£324°%
18,40 10,22 85,13 116,42 65,52 70,86 54,09
2 (n=52)

+144°  +£098°  +£3,932 +4,71°2 +390% +289% +270%
Zkratky: MOT — motilita, PROG — progresivni pohyb, VAP — primérna rychlost drahy, VCL —
k¥ivocara rychlost, VSL — linearni rychlost, LIN — linearita, STR — pfimost

a, b =rozdilna pismena ve sloupcich potvrzuji statisticky vyznamné rozdily (P <0,05)
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6.2 Vysledky pritokové cytometrie
6.2.1 Zakladni statistické udaje — pritokova cytometrie

Tabulka ¢. 13 obsahuje zakladni statistické udaje, které se tykaji parametrti spermatu,
které byly hodnoceny za pomoci prutokové cytometrie. Hodnoceny a zaznamenavany byly
parametry pied ekvilibraci, po ekvilibraci a po kryokonzervaci spermatu. Z vysledka byla
patrna tendence snizovani kvality spermatu béhem procesu kryokonzervace. Primérné
procento zivotaschopnych bun¢k kleslo béhem kryokonzervace vice nez Skrat, a naopak po
kryokonzervaci vzrostlo procento bunék s poSkozenou plazmatickou membranou a
akrozomem.

Tabulka 13 Zdkladni statistické charakteristiky — Priitokova cytometrie

Varianta Ukazatel Cetnost Aritmeticky Smérodatna Minimum  Maximum
prumér (%) odchylka (%) (%) (%)
NPMA 60 57,81 12,04 34,00 81,62
PPM 60 26,93 11,71 10,60 54,89
Po ekvilibraci PPMA 60 14,92 7,25 7,15 38,96
PA 60 0,34 0,18 0,13 0,90
MMP 60 91,73 9,46 62,36 99,18
NPMA 40 10,82 6,67 0,62 25,55
PPM 40 63,02 16,30 24,48 86,90
kryoko:c;ervaci PPMA 40 25,96 12,66 8,02 61,70
PA 40 0,20 0,18 0,04 0,91
MMP 40 90,96 8,34 59,91 98,68

Zkratky: NPMA — neporusena plazmatickda membrana a akrozom, PPM — poskozeni plazmatické
membrany, PPMA — poskozeni plazmatické membrany a akrozomu, PA — poskozeni akrozomu, MMP —
mitochondrialni membranovy potencial (mitochondrialni aktivita)
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6.2.2 Priitokova cytometrie po ekvilibraci

6.2.2.1 Popis modelu

Pouzity model vysvétloval nasledujici proménlivost ukazatelti: NPMA z 30,4 %, PPM
2 40,4 %, PPMA z 32,9 %, PA 2 33,6 % a MMP z 41,2 %. Pritkkaznost modelu byla potvrzena
pro vSechny ukazatele. V modelové rovnici nebyl statisticky prokézan vliv véku pouze na
ukazatel PA. Vliv cetnosti vrhu nebyl prokazan pro zadny zuvedenych parametra,
hodnocenych pritokovou cytometrii po ekvilibraci. Vliv koncentrace spermii v inseminacni
davce byl prokazan u ukazatelit PPM, PPMA, PA a MMP.

Tabulka 14 Popis modelu — priitokova cytometrie po ekvilibraci

R2 P-model Vék Cetnost vrhu b*konc.
NPMA 0,304 sox ox ns. ns.
PPM 0,404 o * ns. Hoxrk
PPMA 0,329 o * ns. o
PA 0,336 xxx n.s. n.s. xxE
MMP 0,412 s * ns. sk

Zkratky: R?— koeficient determinace, Vék — stafi plemenika pii odbéru ejakulatu, Cetnost vrhu — podet
mlad’at ve vrhu, ze kterého plemenik pochazi, b*konc. — koncentrace spermii ve vzorku, NPMA —
neporusena plazmaticka membrana a akrozom, PPM — poskozeni plazmatické membrany, PPMA —
poskozeni plazmatické membrany a akrozomu, PA — poskozeni akrozomu, MMP — mitochondrialni
membranovy potencial (mitochondrialni aktivita)

Mira vyznamnosti: n.s. - not significant (nevyznamné) = (P >0,05), * = (P <0,05), ** = (P <0,01), *** =
(P <0,001), **** = (P <0,0001)

6.2.2.2 Vliv véku plemenika na parametry spermatu po ekvilibraci

Vliv v€ku plemenika na ukazatele kvality spermatu po ekvilibraci, byl za pomoci
pritokové cytometrie zjiStén u ukazatele NPMA, PPM, PPMA a MMP. Dale byly shledany
vyznamné rozdily mezi nékterymi vékovymi skupinami plemenikd, které jsou zaznamenany
v tabulce ¢. 15.

Buniky s neposkozenou plazmatickou membranou a akrozomem byly brany jako
Zivotaschopné spermie. Procento téchto bunék bylo statisticky vyznamné vyssi u plemenikt ve
veéku 3,5 a 4,5 let.

Co se tyce poskozeni plazmatické membrany, nebyl zaznamenan vyznamny vliv mezi
vékovymi kategoriemi.

Procento bun¢k s poskozenou plazmatickou membranou a akrozomem bylo nejnizsi u
plemenikt 4,5 roku starych (11,00 + 1,90 %). Hodnota pro tento ukazatel se vyznamné lisila
jen s hodnotou plemenikt ve véku 1,5 roku (18,51 + 1,69 %), kteti m&li nejvyssi procento
spermii s PPMA.

U mitochondridlniho membranového potencidlu nedoSlo k prikaznému rozdilu mezi
jednotlivymi skupinami, avSak nejvysSsi hodnota byla zaznamendnu u skupiny plemenikt ve
véku 3,5 let (97,85 £ 2,55 %).
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Tabulka 15 Viiv véku plemenika na parametry spermatu po ekvilibraci — Prut. cytometrie

(LSM + SEM)
Skupina (r‘;‘:(';) NPMA (%) PPM (%) PPMA (%) PA(%)  MMP (%)
48.49 32,67 18,51 0,33 90,39
1(n=15) 15 12,870 +2,58° +1,69° +0,04° +2,07°
) 56,97 28,39 14,29 0,35 90,02
2(=27) 25 +221 +1,99° +1,30% + 0,03 +1,50°
61,17 22,67 15,74 0,42 97,85
3(=9) 35 + 3,540 +3,18° +2,00% +0,05° + 2,55
) 66,63 2211 11,00 0,26 94,28
4(=12) 45 3,21 12,808 +1,90° +0,05° 2,308

Zkratky: NPMA — neporusena plazmatickda membrana a akrozom, PPM — poskozeni plazmatické
membrany, PPMA — poskozeni plazmatické membrany a akrozomu, PA — poskozeni akrozomu, MMP —
mitochondrialni membranovy potencial (mitochondridlni aktivita)

a, b =rozdilna pismena ve sloupcich potvrzuji statisticky vyznamné rozdily (P <0,05)

6.2.2.3 VIliv €etnosti vrhu na parametry spermatu po ekvilibraci

Jak je patrné z tabulky €. 16, vliv Cetnosti vrhu, ze kterého plemenik pochazi, nemé¢l
vyznamny vliv na parametry spermatu, ziskané za pomoci prutokové cytometrie po ekvilibraci.

Tabulka 16 Viiv cetnosti vrhu plemenika na parametry spermatu po ekvilibraci — Pruit.
cytometrie (LSM + SEM)
Cetnost vrhu (ks) NPMA (%)  PPM (%) _ PPMA (%)  PA (%) _ MMP (%)

1 (n=24) 56,35+2,30% 28,53+2,07* 1482+1,36* 0,30+0,03% 9520+1,66%

2 (n=39) 60,29+1,94% 2439+175% 1494+115% 0,38+0,03* 91,07+1,40°

Zkratky: NPMA — neporusena plazmatickda membrana a akrozom, PPM — poskozeni plazmatické
membrany, PPMA — poskozeni plazmatické membrany a akrozomu, PA — poskozeni akrozomu, MMP —
mitochondrialni membranovy potencial (mitochondrialni aktivita)

a, b =rozdilna pismena ve sloupcich potvrzuji statisticky vyznamné rozdily (P <0,05)
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6.2.3 Pritokova cytometrie po kryokonzervaci

6.2.3.1 Popis modelu

Pouzity model vysvétloval nasledujici proménlivost ukazatelti: NPMA z 48,6 %, PPM
262,4 %, PPMA z58,4 %, PA 236,3 % a MMP z 54,1 %. Raznou mirou byla potvrzena
prikaznost modelu pro vsechny ukazatele. V modelové rovnici byl prokazan vliv véku
plemenika na vsechny ukazatele kvality spermatu ziskané pritokovou cytometrii po
kryokonzervaci. Vliv cetnosti vrhu byl prokazan pouze pro ukazatele NPMA a MMP.
Koncentrace spermii v insemina¢ni davce mohla mit uréity vliv na ukazatele PPM a PPMA.

Tabulka 17 Popis modelu — priitokovad cytometrie po kryokonzervaci

R2 P-model Vék Cetnost vrhu b*konc.
NPMA 0,486 sk sk * ns.
PPM 0,624 sen sk ns. sk
PPMA 0,584 s ok ns. ok
PA 0,363 ** ** n.s. n.s.
MMP 0,541 s sk * ns.

Zkratky: R?— koeficient determinace, Vék — stafi plemenika pii odbéru ejakulatu, Cetnost vrhu — podet
mlad’at ve vrhu, ze kterého plemenik pochazi, b*konc. — koncentrace spermii ve vzorku, NPMA —
neporuSena plazmatickd membrana a akrozom, PPM — poskozeni plazmatické membrany, PPMA —
poskozeni plazmatické membrany a akrozomu, PA — poskozeni akrozomu, MMP — mitochondrialni
membranovy potencial (mitochondrialni aktivita)

Mira vyznamnosti: n.s. - not significant (nevyznamné) = (P >0,05), * = (P <0,05), ** = (P <0,01), *** =
(P <0,001), **** = (P <0,0001)

6.2.3.2 Vliv véku plemenika na parametry spermatu po kryokonzervaci

Doslo k prokazani statisticky vyznamnych rozdild mezi jednotlivymi vékovymi
skupinami, ve vztahu ke kvalitativnim parametrim spermatu.

Jak je vidét v tabulce €.18, u skupin plemenikli ve véku 3,5 a 4,5 let byl prokazan vyssi
vyskyt bun€k s neporusenou plazmatickou membranou. NejvySsi hodnoty pak dosahovali
plemenici ve stafi 4,5 let (16,81 = 1,92 %).

Poskozeni plazmatické membrany bylo vyznamné nejvyssi u plemenikil ve véku 2,5 let
(74,52 £ 2,76 %). Hodnoty ostatnich skupin se pro tento ukazatel vyznamné neliSily. Nejnizsi
hodnota byla bez statistické vyznamnosti zaznamenéana u beranti starych 4,5 roku (50,96 + 4,01
%). Rozdil mezi nejvétsi a nejmensi hodnotou byl 23,56 %.
berant starych 2,5 roku (17,64 + 2,25 %), coz se vyznamné neliSilo s hodnotou plemenika
starych 3,5 roku. Vys$§i hodnotu PPMA méli plemenici ve véku 1,5 a 4,5 let. Rozdil mezi
nejnizsi a nejvyssi hodnotou byl 15,99 %.

Nejvyssi posSkozeni akrozomu spermii méli plemenici stafi 3,5 roku (0,34 = 0,06 %).
Vyznamny rozdil byl prokazan se skupinami berant ve véku 1,5 a 3,5 let, ktefi méli obecné
nizsi procento bunék s poSkozenym akrozomem.

Statisticky prokazatelné nejnizsi mitochondridlni membranovy potencidl, u spermii po
rozmrazeni, méli plemenici ve veku 2,5 let. Rozdil mezi nejnizSim a nejvyssim procentem
(1,5 roku stafi) byl 13,53 %.
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Tabulka 18 Viiv véku plemenika na parametry spermatu po kryokonzervaci — Priit. cytometrie
(LSM + SEM)

Skupina (r‘;i';) NPMA (%) PPM (%) PPMA(%) PA(%)  MMP (%)
1(n=10) 15 ) i;i f 2::; igsgzs L 835? ig ggg
. S R
e 95 S0 N S s i
409 45 T e s ot sger

Zkratky: NPMA — neporusena plazmatickda membrana a akrozom, PPM — poskozeni plazmatické
membrany, PPMA — poskozeni plazmatické membrany a akrozomu, PA — poskozeni akrozomu, MMP —
mitochondrialni membranovy potencial (mitochondridlni aktivita)

a-c = rozdilna pismena ve sloupcich potvrzuji statisticky vyznamné rozdily (P <0,05)

6.2.3.3 VIliv €etnosti vrhu na parametry spermatu po kryokonzervaci

Vliv Eetnosti vrhu byl prokazan pouze pro ukazatele NPMA a MMP.

Procento bun€k s neposkozenou plazmatickou membranou a akrozomem bylo
prokazatelné vyssi u plemenikid pochazejicich z dvojcat (vyssi o 4,98 %).

Procento mitochondridlniho membranového potencidlu bylo statisticky vyznamné vyssi
u plemenikt, kteti nepochézeli z viceCetnych vrhi (jedinacci). Rozdil mezi skupinami byl
4,69 %.

Tabulka 19 Viiv cetnosti vrhu plemenika na parametry spermatu po kKryokonzervaci — Priit.
cytometrie (LSM + SEM)

Cetn?lzt)vrhu NPMA (%) PPM (%) PPMA (%) PA (%) MMP (%)
S
1 (n=16) 8,99+ 1,382 63,71+288° 27,12+2,35% 0,18+0,04% 95,14+163°

2 (n=26) 13,97+1,16° 57,85+2,43% 27,93+1982% 0,25+0,03% 90,45+1,37°

Zkratky: NPMA — neporusena plazmatickda membrana a akrozom, PPM — poskozeni plazmatické
membrany, PPMA — poskozeni plazmatické membrany a akrozomu, PA — poskozeni akrozomu, MMP —
mitochondrialni membranovy potencial (mitochondridlni aktivita)

a, b =rozdilna pismena ve sloupcich potvrzuji statisticky vyznamné rozdily (P <0,05)
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7 Diskuze

Cilem diplomové prace bylo zjistit, jaky vliv na kvalitu spermatu beranti béhem riiznych
fazi kryokonzervace maji vnitini faktory veéku plemenika a Cetnosti jeho vrhu, ze kterého
pochazi. Podle téchto faktori by bylo mozné vybirat plemeniky, ktefi jsou nejvice vhodni pro
proces kryokonzervace spermatu. Dale byla sledovana zména kvalitativnich znakd spermatu
behem fazi kryokonzervace (ptfed ekvilibraci, po ekvilibraci a po rozmrazeni).

Na kvalitu spermatu ma vliv fada vnéjSich a vnitinich faktori. Napiiklad Palacin-
Martinez et al. (2022) uvadi vliv frekvence odbéru na kvalitu spermatu. V jejich praci potvrzuji
vztah mezi vyssi frekvenci odbéru spermatu a nizsi kvalitou spermatu po kryokonzervaci.
Vozaf et al. (2022) zas ve své praci hodnoti vliv plemene na kvalitu spermatu a doporucuji brat
Vv uvahu vliv plemene berana pii kryokonzervaci, jelikoz tento efekt miize mit vliv na kvalitu
akrozomu spermii. V na$i praci jsme mohli vliv plemene na kvalitu spermatu opomenout,
jelikoz vSichni pouziti plemenici byly plemene Sumavska ovce. Proto byly pro nasi praci
vybrany pravé vlivy véku a Cetnosti vrhu na kvalitu spermatu, protoze to jsou faktory, které
nejsou pro vSechny plemeniky totozné a mohou mit zasadni vliv na kvalitu spermatu.

Pro biologickou rozmanitost a udrzeni mistni diverzity hospodaiskych zvifat je dilezité
zachovani genetickych zdroji zvitat. Je potvrzeno, Ze puvodni a Cistokrevna plemena jsou
obecné vitalngjsi (Vozaf et al. 2022). Napiiklad Kumaresan et al. (2021) uvadi, ze samci
puvodnich a Cistokrevnych plemen vykazuji obecné lepsi plodnost. U necistokrevnych jedincti
byly zjistény reprodukéni problémy, kdy sperma od kiizencii vykazovalo znamky neplodnosti.
Proces kryokonzervace spermatu je metodou, jak do budoucna zajistit existenci ohrozenych
genetickych zdrojii zvifat tim, Ze jsme schopni uchovévat po dlouhou dobu jejich geneticky
material (Vozaf et al. 2022). I ptes navrhovani novych kryoprotektiv a postupt kryokonzervace,
dochazi béhem mrazeni spermii ke snizeni fertilizacni schopnosti. Poskozeni, ke kterému
dochézi u spermii, je zapfi¢inéné teplotnim stresem, kterému jsou spermie vystaveny. Dochazi
k tvorbé ledovych krystali uvnitt bunék a v jejich okoli, ¢imz dochazi k poruSeni spermii
(Yanez-Ortiz et al. 2021). Bylo zjisténo, ze spermie po kryokonzervaci maji vyznamné nizsi
motilitu a mitochondrialni aktivitu (Peris-Frau et al. 2019).

7.1 Zména kvality spermatu béhem procesu kryokonzervace

Obecné Ize fict, Ze kvalita spermatu béhem procesu kryokonzervace postupné klesa. Nase
prace dokumentuje toto zhorSeni parametrti kvality spermatu. Napiiklad motilita vySetfovaného
spermatu pied ekvilibraci byla v priméru 67,55 %, zatimco po ekvilibraci klesla hodnota
motility na 40,43 %. Po kryokonzervaci vykazovalo sperma motilitu pouhych 14,03 %. To
znamena, ze se motilita spermatu béhem kryokonzervace témeét Skrat snizila a to 0 53,52 %
oproti motilité spermatu pted ekvilibraci. Progresivni pohyb spermii se béhem kryokonzervace
snizil az 6krat, z pramérnych 45,79 % na 7,78 %. To je pokles 0 38,01 %. Integrita plazmatické
membrany a akrozomu se pak snizila z hodnoty 57,81 % na hodnotu 10,82 %, pokles tedy ¢inil
46,99 %. Vozaf et al. (2022) ve své studii zmifiuje pokles celkové motility v priiméru o 16,23
% a pokles progresivni motility o 25,83 %. Pokles celkové a progresivni motility je v naSem

vrwe

zpracovanim ejakulatu nebo odliSnym zpisobem mrazeni inseminacnich déavek. DalSim
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divodem muze byt chybné pouziti kryoprotektantu. de Souza et al. (2019) uvadi, Ze pouziti
nami zvoleného extenderu optiXcell, zptisobilo v jeho praci naruSeni kinetiky spermii berant a
m¢élo za piic¢inu vétsi oxidacni stres. Liu et al. (2020) navrhuje vyuziti bioaktivniho peptidu
(BAPT) pfti kryokonzervaci beraniho spermatu a uvadi, Ze jeho pouziti ma za nasledek zlepSeni
kvality spermatu béhem procesu mrazeni. Ve studii Su et al. (2022) je znazornén piijatelny
pokles celkové motility na 41 + 3,2 % za predpokladu, Ze bylo pfidano 10 ug/ml LTF do Tris
extenderu, coZ se jevi jako vhodny postup pro zachovani co nejlepsi kvality beraniho spermatu
po kryokonzervaci.

Dal$im parametrem, ktery mize ovlivnit kvalitu spermatu po rozmrazeni je délka
inkubace po rozmrazeni davek. Predesla prace Peris-Frau et al. (2020) potvrzuje, Ze
kryokonzervované spermie berana vyzaduji krat$si dobu, kdy jsou vystaveny inkubacnim
(kapacitacnim) podminkam. Kryokonzervované spermie kvuli poskozeni mrazem dosahuji
diive svého fertilizacniho potencialu, oproti Cerstvym spermiim. V nasem piipadé jsme
insemina¢ni davku po rozmrazeni inkubovali po dobu 1 hodiny pii teploté 38 °C. K dispozici
jsou Elanky, které hodnoti pfidavky riznych komponenti pro prodlouzeni doby kapacitace
beranich spermii po rozmrazeni. Jak uvadi Alfradique et al.(2019) vystaveni spermii vlivu
bovinni oviduktalni tekutiny, ziskané v riznych fazich estralniho cyklu ma za nasledek snizeni
kapacitace spermii po 4 hodinach inkubace. Po 6 hodinach uz vSak nebyl pozorovan pozitivni
ucinek tohoto extenderu.

Na kvalitu spermatu po rozmrazeni mize mit dopad rtizné délka ekvilibrace. V nasem
ptipadé bylo sperma inkubovéno pii 5 °C, po dobu cca 12hodin. Pouziti této délky ekvilibrace
ve své praci zminuji Camara et al. (2011). Hodnotili kvalitu beraniho spermatu po rozmraZeni,
za pouziti délek ekvilibrace 0, 12 a 24 hodin. Udrzovani beraniho spermatu pii teploté 5 °C po
dobu 12 hodin pted kryokonzervaci, snizilo procento bun€k s poskozenou plazmatickou
membranou. Paul et al. (2020) uvadi, ze ekvilibrace beraniho spermatu 22 hodin pied
kryokonzervaci, mélo pozitivni vliv na kvalitu spermatu, v porovnani s délkou ekvilibrace 3
hodiny. Delsi doba ekvilibrace vedla k intenzivnéj$i pohyblivosti spermii po rozmrazeni a
k akrozomalni a funk¢ni integrité plazmatické membrany bungk.

Na zhorSeni kvality spermatu v naSem experimentu mohla mit vliv vzdalenost mista
odbéru a laboratofe, kde nasledné doslo ke zpracovani ejakulatu, kdy k mrazeni inseminacnich
davek doslo zhruba 24 hodin od odbéru. To ve své praci vyvraci Purdy et al. (2010), ktefti
potvrdili, Ze 1ze kryokonzervovat berani sperma 24 hodin po odbé&ru, aniz by to ovlivnilo kvalitu
spermii nebo jejich oplozovaci schopnost. Sperma vSak musi byt uchovavano pfi teploté 5 °C.

7.2 Vliv véku na kvalitu spermatu pred ekvilibraci

Co se tyc¢e vlivu véku na ukazatele kvality spermatu pied ekvilibraci, bylo zjisténo
nasledujici. Nejlepsi motilitu vykazovalo sperma od plemeniku starych 2,5 a 3,5 rokd. Takto
stafi plemenici dosahovali pfijatelnych hodnot také v progresivité pohybu a vitbec nejlepsi
progresivni pohyb mély spermie plemenikl ve véku 4,5 let. Ti také dosahuji nejlepsich hodnot
pro kinetické parametry VAP, VSL, LIN a STR. Ve vSech kvalitativnich parametrech
hodnocenych za pomoci mCASA dosahovali nejhorSich hodnot plemenici stafi 1,5 roku.
Obecné lze fict, Ze kvalitnéjsi sperma pred ekvilibraci, tedy v Cerstvém stavu, maji spise starsi
plemenici, a to od véku 2,5 let vySe. Lymberopoulos et al. (2010) uvadi, ze ejakulat berant
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odebrany tésné po dosazeni pohlavni dospélosti obsahuje vysoky podil abnormalnich spermii a
nizké procento pohyblivych spermii. Dale bylo zjiSténo, Ze berani ptipousténi ve véku 1,5 roku,
méli trvale nizsi pocet jehnat, nez dospéli berani. Chella et al. (2017) ve své praci potvrzuje vliv
véku na kvalitu spermatu berant Zulu. Srovnava plemeniky staré 1-2 roky a plemeniky ve véku
2-3 let. Z vysledka je patrné, Ze berani stafi 2-3 roky maji lepsi koncentraci a pohyblivost
spermii a také vyssi procento zivych spermii. Optimum kvality spermatu pak uvadi u plemenikt
ve véku 3 let. Potvrzeni toho, Ze starsi plemenici maji lepsi kvalitu spermatu uvadi ve své praci
také Garcia et al. (2017), ktery ve své praci hodnotil nativni sperma od plemenikt starych 1 a
2 roky. Z jeho vysledku vypliva, Ze star§i plemenici vykazuji lepsi kvalitu spermatu, kdy berani
stafi 2 roky méli prokazatelné lepsi vysledky u vSech hodnocenych parametrti, nez plemenici
stafi 1 rok. Nejvyznamnéjsi rozdily pak uvadi v koncentraci spermatu, nebo zivotaschopnosti
spermii.

7.3 Vliv véku na kvalitu spermatu po ekvilibraci

Vliv v&€ku plemenika, na parametry spermatu ziskané za pomoci mCASA po ekvilibraci,
je nasledujici. U parametri, na néz mé vék plemenika vliv, nedoslo k prokazani vyznamnych
rozdill mezi vékovymi kategoriemi, jelikoz vétSina parametri vykazovala podobnych hodnot.
Na parametry spermatu, ziskané za pomoci prutokové cytometrie, ma veék plemenika
nasledujici vliv. Plemenici ve véku 3,5 a 4,5 let méli prokazateln¢ vyssi procento vyskytu
spermii s neporusenou plazmatickou membranou a akrozomem. Tito plemenici dosahovali, i
kdyz neprikazné, také nizSiho procenta vyskytu spermii s porusenou plazmatickou
membranou. Diky tomu lze fict, Ze po ekvilibraci dosahovali lepsi kvality spermatu spiSe starsi
plemenici (3,5 roku a vice). Obecné lze fict, ze vliv véku plemenika nemél zasadni vliv na
kvalitu spermatu po ekvilibraci. Divodem muze byt, Ze byly veskeré vzorky vystaveny
uniformnimu zpiisobu ekvilibrace. Dohledatelné clanky, které zkoumaji vliv ekvilibrace na
kvalitu spermatu u beranti, se zaméfuji spiSe na rozdilné zpisoby ekvilibrace a na jejich vliv na
vyslednou kvalitu spermatu po kryokonzervaci. Napiiklad Vozaf et al. (2021) hodnotil vliv
delky ekvilibrace na motilitu a morfologii spermii po rozmrazeni. Uvadi, Ze nejlepsi délka pro
ekvilibraci je 6 hodin. Tato doba ekvilibrace zajisti 80% celkovou pohyblivost, 50 %
zivotaschopnych spermii a 60 % spermii s oplozovaci schopnosti. Vysledky této studie také
ukazuji, Ze zlepSeni kvality beraniho spermatu 1ze dosdhnout Gpravou postupil pred samotnym
mrazenim. Januskauskas et al. (1999) se ve své studii zmifiuje o vlivu véku bykd na kvalitu
spermatu po kryokonzervaci, v zavislosti na zptsobu piedeslé ekvilibrace. Uvadi, ze hodnoty
plodnosti byly u starSich bykt (66-79 mésicti) o 1,6 % jednotek vyssi nez u skupiny mladsich
bykt (14-16 mésict).

7.4 Vliv véku na kvalitu spermatu po kryokonzervaci

Vliv véku plemenika v souvislosti s kvalitou spermatu po kryokonzervaci je nasledovny.
Byl prokazan vliv vé€ku plemenika na nésledujici parametr spermatu, hodnocené za pomoci
mCASA. Celkova motilita spermatu a také progresivni pohyb spermii, byly lepsi u plemenikt
ve véku 3,5 a 4,5 let. Vlibec nejvyssi procento téchto ukazatelh méli plemenici stati 4,5 roku.
Po kryokonzervaci méli starSi plemenici nepatrné horsi kinetické parametry spermatu. VIiv
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véku plemenika na kvalitu spermatu po kryokonzervaci potvrzuje Garcia et al. (2017), ktery
zkoumal rozdily kvality kinetickych ukazateli mezi plemeniky starymi 1 a 2 roky.
Z jeho vysledki vypliva, ze starsi plemenici méli vyznamné vyssi celkovou motilitu spermatu
a také vyS8i progresivni pohyb, a to bez ohledu na to, jaky byl pouzit protokol pro konzervaci
spermatu. Daéle potvrzuje, Ze zivotaschopnost a akrozomalni integrita byla lepsi u starSich
beranti. Fakt, ze star$i berani maji lepsi kvalitu spermatu po kryokonzervaci, potvrdil ve své
praci také Lymberopoulos et al. (2010), ktery uvadi, Ze sperma od starSich beranti vykazuje po
rozmrazeni vyS$$i procento spermii s intaktni plazmatickou membranou a funkénimi
mitochondriemi ve srovnani s mladSimi plemeniky. Sperma starSich beranli navic obsahuje
vys$si procento zivych nekapacitovanych spermii. Tabarez et al. (2017) ve své praci hodnoti
kvalitu spermatu u kozld, kteti maji v mnoha ohledech stejné vlastnosti. Pro uspésnou kvalitu
spermatu po kryokonzervaci, doporucuje vyuzivat plemeniky starsi 2 let.

Co se tyce hodnoceni parametrii kvality spermatu pomoci pritokové cytometrie, byl
prokazan vliv véku plemenika na vSechny ukazatele. Procento bunck s neposkozenou
plazmatickou membranou a akrozomem bylo nejlepsi U plemeniku starych 3,5 a 4,5 roku, kteti
ale na druhou stranu vykazovali vyssiho procenta bunék s poskozenym akrozomem. Procento
bun¢ék s poskozenym akrozomem vSak nedosahuje takovych hodnot, aby to zdsadnim
zpisobem ovlivnilo kvalitu spermatu. Plemenici ve véku 3,5 a 4,5 roku méli niz$i procento
bungk s poskozenou plazmatickou membranou a s nimi také plemenici stafi 1,5 roku. Tyto tfi
veékové kategorie naopak méli vyssi procento bunék s poskozenou plazmatickou membranou a
akrozomem. Vyznamné niz$i hodnoty dosahovali plemenici ve véku 2,5 let, ktefi vykazovali
niz8i procento také pro mitochondrialni membranovy potencial. Lymberopoulos et al. (2010)
ve své praci nezjistil vyznamny rozdil v procentu progresivniho pohybu spermii po
kryokonzervaci, mezi mladymi (1-2 roky) a dospélymi (4-5 let) jedinci. Uvadi vsak, Ze sperma
od beranil ve stafi 4-5 let obsahuje vyssi procento spermii s intaktni plazmatickou membranou
a funkénimi mitochondriemi, coZ vzajemné koreluje s vysledky nasi prace, kdy plemenici stafi
4,5 roku méli nejvyssi procento vyskytu spermii s neporusenou plazmatickou membranou.

7.5 Vliv ¢etnosti vrhu na kvalitu spermatu

Vliv Cetnosti vrhu na kvalitu spermatu pted ekvilibraci, byl prokazan pro parametry
PROG, VSL, LIN a STR. Statisticky vyznamné¢ lepSich hodnot pro vSechny ukazatele
dosahovali plemenici, ktefi pochazeli z vice€etnych vrhi, tedy z dvojcat. Vliv tohoto faktoru,
na kvalitu spermatu po ekvilibraci, nebyl prokazdn. Po kryokonzervaci byl prokazan vliv
¢etnosti vrhu plemenika na parametry MOT, PROG, NPMA a MMP. Hodnoty vSech ukazateli
byly statisticky vyznamné lepsi u plemenikd, ktefi pochazeji z dvojcat.

Dosavadni vyzkumy se zabyvaji spiSe vlivem plemenika na naslednou cetnost vrhu
samice. Naptiklad McNamara & Knox (20013) ve své praci potvrzuji mozny vliv kvality
spermatu na vyslednou Cetnost vrhu u prasat. Pang et al. (2022) zas uvadi, ze HSPD1 se jevi
jako uzite¢ny biomarker pro vybér kvalitnich kancii, vhodnych pro umélou inseminaci, kteti by
zvysili naslednou velikost vrhu prasnice. Palacin et al. (2008) ve své praci hodnoti Gcinky
aplikace melatoninu berantim v obdobi mimo sezénu. Z jejich vysledkl vypliva ptiznivy vliv
melatoninu na pocetnost vrhu ovci, kdy se zvysil pocet narozenych jehnat ve vrhu.
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Z naSich vysledki vSak jasné vypliva, Ze na kvalitu spermatu ma ¢etnost vrhu, ze které¢ho
plemenik pochazi, zdsadni vliv, a proto je skoda, Ze tento efekt neni sledovan. Muze se jednat
0 jeden zhlavnich kritérii pro vybér plemenika pro proces kryokonzervace. Vysledky
naznacuji, ze kvalita spermatu po kryokonzervaci je lepsi u plemenikt, ktefi pochazeji
Z vicecetnych vrhii. Do budoucna je za potiebi vénovat se vlivu Cetnosti vrhu na kvalitu
spermatu nejen u berani, jelikoz je to efekt, ktery by mohl mit znacny vliv na kvalitu
kryokonzervovaného spermatu, a tedy 1 na zachovani genetickych zdroju.

7.6 Doporudéeni pro dalsi vyzkum

Jelikoz jsme se presvédcili, ze na kvalitu spermatu béhem kryokonzervace ma vliv mnoho
vngjsich Cinitell, bylo by mozné do budoucna praktikovat tento experiment za pouziti odlisnych
postupll zpracovani spermatu.

Vzhledem k zajimavym vysledkiim nasi prace je zapotiebi potvrdit vliv véku a zejména
vliv ¢etnosti vrhu na vét$im poctu zvitat. Vzhledem k uniformité pouzitych plemenikd by bylo
vhodné praktikovat stejny postup experimentu i u plemenikd riznych plemen a z rtiznych
podminek prostiedi.

Zejména vliv Cetnosti vrhu plemenika na kvalitu jeho spermatu béhem procesu
kryokonzervace je neprobadana oblast. Pfitom vzhledem k vysledkiim nasi prace se tento efekt
jevi jako velice dulezity a smérodatny, a proto si zaslouzi vétsi pozornost. V tomto hledu je
tedy k dispozici dostatek prostoru pro mozny dalsi vyzkum.

V naSem experimentu doslo ke srovnani plemenik, ktefi se narodili jako jedinacci anebo
jako dvojcata. Rozdilny vliv na kvalitu spermatu by mohli mit plemenici, ktefi pochazeji z jesté
vice pocetnych vrhil (trojcata, Ctyf¢ata). Vliv Cetnosti vrhu na mrazivost spermatu by vSak
nemusel byt omezen jen na berany. Je mozné a Zadouci tento vliv zkoumat také napiiklad u
kozIi, jelikoZ se jedna o velice podobny Zivoc¢isny druh.
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8 Zavér

V priibéhu nasi prace jsme zjistovali vliv véku plemenika a vliv ¢etnosti vrhu na kvalitu
spermatu u Sumavskych berant. Dale byla zjistovana zména kvality spermatu v pribéhu
procesu kryokonzervace.

Kinetick¢é parametry spermatu byly hodnoceny za pomoci mCASA a parametry
zivotaschopnosti spermii byly hodnoceny pomoci pritokové cytometrie. Tyto metody nam
poskytli informace o celkové motilité spermatu, progresivnim pohybu spermii, primérné
rychlosti drahy, kiivocaré rychlosti, linedrni rychlosti, linearit¢ a pfimost. Dale bylo zjiStovano
procento spermii s intaktni plazmatickou membrénou a akrozomem (zivotaschopné bunky),
procento bunck s poskozenou plazmatickou membranou, procento bunck s poskozenou
plazmatickou membréanou a akrozomem, procento spermii s poskozenym akrozomem a
procento mitochondridlniho membranového potencialu.

Béhem procesu kryokonzervace byl zjistén rapidni pokles kvality spermatu. Hlavnimi
ukazateli kvality spermatu jsou motilita a progresivita pohybu. Celkovd motilita spermatu
klesla béhem procesu kryokonzervace 0 53,5 % a progresivni motilita spermatu poklesla o
38 %.

Dle vysledkti mize dojit k potvrzeni nasi hypotézy, kdy byl prokazateln¢ potvrzen vliv
vnitinich faktord na kvalitu spermatu béhem kryokonzervace. Mezi tyto faktory patii veék
plemenika a ¢etnost vrhu, ze kterého pochazi.

Bylo zjisténo, ze prokazatelné lepsi kvalitu spermatu béhem procesu kryokonzervace a
po ném maji spise starsi plemenici ve véku 3,5 — 4,5 let. Dale bylo prokazano, ze lepsi kvalitu
spermatu po kryokonzervaci maji plemenici, ktefi pochazeji z viceCetnych vrhi, v naSem
ptipadé z dvojcat.

Diky témto vysledkiim jsme schopni fict, Ze pro proces kryokonzervace je vhodné vybrat
plemeniky ve v€ku od 3,5 let, kteti soucasné pochazeji z viceetnych vrhi. Tito plemenici maji
lepsi piedpoklad pro dlouhodobé uchovavani spermatu (kryokonzervace) a insemina¢ni davky
od téchto plemenikti by méli mit lepsi oplozovaci schopnost po rozmrazeni.

Vysledky na$i prace maji potencial pro zlepSeni procesu kryokonzervace a také pro
zachranu genetickych zdrojt, v naSem piipadé Sumavské ovce.
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10 Seznam pouzitych zkratek a symboli

AA-2G — kyselina askorbova-2glukosid

CASA — pocitatem asistovana analyza spermii

DNA — deoxyribonukleova kyselina

FAST — sledovani bi¢iku spermii

GLM — zobecnény linearni model

HOST — hypoosmoticky test

ICSI — intracytoplazmatickad injekce spermie

JC-1 — membranové permeabolni barvivo

LCA — lens culinaris aglutinin

LIN — linearita drahy

MCASA — mobilni pocitacové asistovana analyza spermii
MMP — mitochondrialni membranovy potencial

MOT — motilita pohybu

MTR DR — MitoTracker Deep Red

NaCl — chlorid sodny

NPMA — neporusend plazmatickd membrana a akrozom
PA — poskozeni akrozomu

PNA — arasidovy aglutin

PPM — poskozeni plazmatické membrany

PPMA — poskozeni plazmatické membrany a akrozomu
PROG — progresivni motilita

PSA — pisum sativum aglutinin

PVA — polyvinyl alkohol

STR — ptimost drahy

TUMASG - transrektalni ultrazvukem vedena masaz ptidatnych pohlavnich 714z
VAP — primérna rychlost drahy

VCL — kiivocara rychlost

VSL — linearni rychlost

7-AAD - 7-amino-aktinomycin-D
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