JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH
Zemédélska fakulta

AUTOREFERAT DISERTACNI PRACE

Kvalita ejakulatu hiebcii pusobicich v inseminaci

Ing. Jana Vokrouhlikova

Ceské Budéjovice

2022



Autoreferat disertacni prace

Doktorand: Ing. Jana Vokrouhlikova

Studijni program: Zootechnika

Studijni obor: Speciélni zootechnika

Nazev prace: Hodnoceni ejakulatu hiebcti ptisobicich v inseminaci

Skolitel: doc. Ing. Jan Beran, Ph.D.

Oponenti:

Obhajoba disertacni prace se kona dne . . 2022 v hod. v ................ ZF JU v Ceskych
Budéjovicich.

S disertaéni praci se lze seznamit na studijnim oddéleni Zemédélské fakulty JU v Ceskych
Budéjovicich.



OBSAH

ABSTRAKT Lttt 4
ABSTRACT et 5
Lo UVOD bbb bbbt bRttt b bbbt 7
2. HYPOTEZA ...ttt 8
3. CHL PRACE ....cooooiiiiei s 9
4. MATERIAL A METODIKA ....coooovtviriiiiiiiiiisissiessssss s ssssssssesssssenans 10
BT MAETHAL ...t nne e 10
4.2 IMBEOTITKA ...t 10
4.3 ZPracovani dat..............ccooiiiiiiiii s 13
5. VYSLEDKY A DISKUZE ..........cocoocsviveieeeieeeeeeeeeeeeseesesses s s s assas s sen s sesannannens 15
5.1 Hodnoceni zdkladnich charakteristik ejakulitu hfebcii metodou CASA................... 15
6.2 Posouzeni morfometrickych parametru hlavicek spermii ................ccoccooeniiinnnnn, 17

6.3 Posouzeni pohybovych charakteristik spermii v zavislosti na morfometrickém

MEFENT RIAVICEK ........ociiiiiiiiiiie e e e r e e e e e e s s s sb bbb r e e e e e e e eaaas 19
6.4 Vliv vybranych fedidel na motilitu a Zivotaschopnost spermii...................ccccooeeennnnn, 23
L 27N %4 ) L ST 28
7. SOUHRN A DOPORUCENI PRO PRAXI ........coovuiiiiiiereeeecieesesseeeeseesiee e, 31
8. SEZNAM POUZITE LITERATURY ......c.cooviiiiiiireeneisienieeesssessessessssessenssssenesneenens 32

9. SEZNAM VLASTNICH PUBLIKOVANYCH PRACH .....ooovovooeeeeeeeeeeeeeeeee, 37



ABSTRAKT

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

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

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

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

Byl prokdzan vyznamny vliv hiebce ve vSech hodnocenych parametrech. Dale byl

u sledovanych parametrii prokazan také vliv véku a fertility hiebct.



Byla zjisténa vyznamna pozitivni korelace MOT, PMOT, VCL, VSL, VAP, LIN a WOB
s plochou, sitkou, délkou a obvodem hlavicky a vyznamnad negativni korelace téchto
parametrii s prodlouzenim a elipticnosti hlavicky spermie. Spermie s vEétSimi rozméry
hlavicek tak mély vétsi MOT, PMOT, VCL, VSL, VAP, LIN, WOB, STR a mensi ALH
a BCF. Naopak nizs§i motilitu a kinematické parametry mély spermie s vétsim prodlouzenim
a elipti¢nosti.

Byl prokazan vyznamny vliv fedidla (P < 0,05) a doby skladovani spermatu (P < 0,001)
na hodnocené parametry. Primérny ochranny uc¢inek fedidla INRA 96 byl vyznamné lepsi
po celou dobu skladovani u vSech sledovanych parametri nez u fedidla Kenney (P < 0,01)
a nez u EquiPlus (P < 0,05) u hodnot PMOT, VCL a VAP. Vysledky dosazené s fedidlem
INRA 96 ukazaly, ze kvalita chlazeného spermatu mize byt dostate¢né udrzena nejméné

béhem prvnich 24 hodin skladovani.

Kliova slova: hiebec, ejakulat, CASA, hodnoceni spermatu, chlazené sperma, fedidlo,

motilita spermii

ABSTRACT

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

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

In Experiment 2, 21 ejaculates from 11 stallions were collected before the beginning
of the breeding season 2018 and diluted with Kenney, EquiPlus and INRA 96. Spermatozoa
viability (VIT, %), total motility (MOT, %), progressive motility (PMOT, %) and selected

kinematic parameters were evaluated for 63 semen samples. These parameters were



determined 2 hours after semen processing and then in 24, 48 and 72-hour intervals of storage
at 5 °C.

The following average values were found in the obtained ejaculate samples for the
observed periods of the breeding seasons 2016 and 2017 — volume of ejaculate 49.22 and
56.77 ml, sperm concentration 208.20 and 222.19 M/ml, MOT 82.44 and 81.38 %, PMOT
37.34 and 35.46 %, VIT 60.71 and 42.91 %, morphologically normal sperm 75.00 and 64.50
%, curvilinear velocity (VCL) 62.67 and 60.26 um/s, straight-line velocity (VSL) 32.10 and
27.55 um/s, average path velocity (VAP) 48.14 and 44.35 um/s, linearity coeficient (LIN)
50.64 and 44.89 %, straightness coeficient (STR) 66.56 and 62.01 %, wobble coeficient
(WOB) 75.74 and 72.12 %, amplitude of lateral head displacement (ALH) 2.59 and 2.90 um,
beat-cross frequency (BCF) 7.32 and 7.49 Hz, head length (L) 6.33 and 6,41 um, head
maximum width (W) 3.01 and 3.11 pm, head area (A) 15.65 and 16.37 um? head perimeter
(P) 16.26 and 16.55 um, elongation (Elong ) 0.36 and 0.35, ellipticity (Ellip) 2.11 and 2.07,
roughness (Rugo) 0.74 and 0.75 and regularity (Regu) 0.96.

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

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

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

quality of cooled semen can be sufficiently maintained during at least 24 hours of storage.

Keywords: stallion, ejaculate, CASA, cooled semen, extender, sperm motility



1. UVOD

V poslednich nékolika letech je do Ceské republiky dovaZzeno mnoho zahrani¢nich
hiebcu, ktefi by zde méli pusobit jako zlepSovatelé a postupné pozdvihnout kvalitu naseho
chovu na evropskou turoven. Jednou z moznosti, jak pfispét k produkci kvalitnich koni,
se stala uméla inseminace, kterd se fadi mezi moderni biotechnologické metody, vyuzivané
v reprodukci a Slechténi koni. V dneSni dobé se inseminace stala nedilnou soucasti
plemenarské prace v chovu koni, kde se vyuzivd imigrace genl a zvySeni genetického
pokroku. Umél4 inseminace ma u koni velky vyznam ptedevsim z hlediska zlepSeni odhadu
plemenné hodnoty. Diky umélé inseminaci muze plemenik pomoci inseminacnich davek
oplodnit mnohonasobné vice klisen, nez pfi piirozené plemenitbé, a tim lze ziskat vice
potomkil od jednoho hiebce a urychlit tak odhad jeho plemenné hodnoty.

Vybér plemennych hiebcli ovSem nelze zaméfovat pouze na jejich sportovni vykonnost
nebo na jejich pivod. Divodem je skutecnost, ze i vysoce kvalitni plemenik nemusi byt
schopen produkovat dostatecné mnozstvi kvalitniho ejakulatu. Proto by jednim z hlavnich
urcujicich prvku pro zatazeni hiebce do plemenitby méla byt kvalita jeho ejakulatu, ktera je
jednim z ukazatelli reprodukéni vykonnosti. Ziskani co nejkvalitnéjsiho ejakulatu od hiebcii
ma velky vyznam vzhledem k §irokému uplatnéni umélé inseminace v chovu koni v CR
a prumérnym vysledkiim plodnosti klisen.

Pii umélé inseminaci je ejakuldt po odbéru podroben laboratornimu vySetfeni, diky
kterému lze stanovit reprodukcéni schopnost plemenika a kontrolovat tak stav jeho pohlavnich
organt a produkci spermatu. Pro odbéry spermatu a vyrobu inseminaénich davek je potiebné
vybrat hiebce, kteti produkuji dostatecné mnozstvi ejakulatu dobré kvality.

Na kvalitnim ejakulatu zavisi uspéSnost inseminace a zabfeznuti klisny, proto musi
ziskany ejakulat splfiovat pozadované parametry. Analyza ejakulatu je Vv soucasné dobé
nejvice pouzivanym postupem pro hodnoceni plodnosti samcu. Jelikoz plodnost patéi mezi
vlastnosti s nizkou dédivosti, je ve Vétsi mife ovlivnéna komplexem prostiedi. Piedev§im
u umélé inseminace je proto vyznamna Cinnost chovatele, zahrnujici management chovu,
vlastni odbér ejakulatu a jeho nésledné zpracovani a konzervaci pro pouziti k umélé
inseminaci. Kvalita ejakulatu tedy zavisi na mnoha vné&jsich i vnitinich faktorech. Pfi pouziti
umélé inseminace je velmi vyznamnym vlivem také vybér vhodného tedidla, pro zachovéani

co nejlepsi oplozovaci schopnosti odebraného ejakulatu.



2. HYPOTEZA

Chov koni v CR je zaméfen vice na sportovni vykonnost, neZ na ukazatele reprodukce
¢i vysledky plodnosti a plodnost se tak stavd opomijenou uzitkovou vlastnosti. Pfi vybéru
plemenika rozhoduje spiSe jeho vykonnost, pfipadné¢ jeho charakter, nez reprodukéni
ukazatele. Tento stav je podpofen také skutecnosti, ze vysledky plodnosti a hodnoty
reprodukcnich ukazateli nejsou chovatelské vetejnosti k dispozici. Proto by se reprodukéni
ukazatele v chovu koni mély zafadit mezi zakladni kritéria vybéru plemennych koni. Jednou
Z moznosti je poskytnout chovatelim material, ktery bude podéavat potiebné informace

k vybéru hiebce z hlediska jeho plodnosti.

Pro zpracovani prace byly formulovany nasledujici hypotézy:

1. Objektivné zpracované informace o kvalit¢ spermatu hiebcti by mohly poskytnout
dilezité podklady nejen pro chovatele, ale pfedev§im pro chovatelské organizace,
které by mohly podle vysledk kvality spermatu rozhodovat o vhodnosti hiebce

pro zarazeni do plemenitby.

2. Vzhledem ke skutecnosti, Ze byly u hiebcli prokazany korelace mezi morfometrickym
hodnocenim hlavi¢ky spermii a plodnosti, by detekce morfometrickych parametrti

hlavi¢ek spermii mohla vést k presnéjsimu ovéteni plodnosti hiebed.

3. Lze predpokladat, Ze morfologicky vétsi spermie jsou schopny produkovat vice

energie a mohou tak dosdhnout vétsi rychlosti pohybu a zvySeni parametri motility.

4. Je pravdépodobné, ze kvalitativni parametry chlazeného spermatu mohou byt
vyznamn¢ ovlivnény také jeho zpracovanim, zejména pak vybérem vhodného tedidla

pro vyrobu inseminacnich davek.



3. CiL PRACE

V souvislosti s vyssim poctem klisen zapousténych umélou inseminaci oproti piirozené
plemenitb¢ je dilezita pravidelna kontrola kvality spermatu hiebcti. U plemennych hiebct je
tteba provadet zakladni hodnoceni kvality ejakuldtu pied jejich zafazenim do chovu, pied
zacatkem ptipoustéci sezony a periodicky v prubéhu ptipoustéci sezony.

Cilem prace bude zpracovat piehled o kvalité¢ spermatu hiebcti vyuzivanych v inseminaci

cerstvym spermatem v Zemském hiebcinci v Pisku.
V navaznosti na formulované hypotézy byly stanoveny nasledujici cile prace:
1. Vyhodnotit zikladni charakteristiky ejakulatu hiebci na zékladé objektivniho

hodnoceni metodou CASA.

2. Posoudit morfometrické parametry spermii na zakladé velikosti a tvaru hlavicek

spermii.

3. Posoudit pohybové charakteristiky spermii v zavislosti na morfometrickém méfeni

hlavicek.

4. Vyhodnotit vliv vybranych fedidel na kvalitativni parametry ejakulatu (motilitu a

zivotaschopnost spermii).



4. MATERIAL A METODIKA

4.1 Material

Sledovani kvalitativnich parametrt ejakulatu bylo provedeno na 11 plemennych hiebcich
teplokrevnych plemen, ktefi byli v majetku Zemského hiebCince Pisek. V&k hiebci
se pohyboval v rozmezi 3 az 22 let. VSichni hiebci byli vyuzivani v inseminaci ¢erstvym
spermatem. Od hiebct byl odebiran ejakulat a nasledné byl zpracovavan formou kratkodobé
konzervovanych inseminacnich davek Cerstvého zchlazeného spermatu. Plemenni hiebci byli
ustajeni ve stejnych podminkach (boxy 5 x 5 m). Krmna davka obsahovala 11 kg sena, 1 kg
slamy, 3 kg ovsa a pfidavek na doplnéni minerdlnich latek a vitamini (PREMIN
pro plemenné hiebce, granulovand krmnd smés STARFIT). U mladSich hiebcti, zatazenych
do sportovni testace, byl podil jadré slozky vyssi v zavislosti na vydeji energie pii sportovni

zatézi (pridavek 1 kg granulované smési).

4.2 Metodika

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

Vlastni odbéry ejakulatu probihaly v prostorach Zemského hiebcince v Pisku. Hiebci byli
odebirani na fantomu za pfitomnosti klisny. VSichni hfebci méli béhem pfipoustéci sezony
stejnou frekvenci odbéru ejakuléatu (2 az 3 krat za tyden). Sperma bylo odebirano do uzaviené
umélé vaginy typu Colorado, v jejimz vnitinim prostoru byl umistén jednordzovy sbérac
ejakulatu z PVC folie. Bezprostiedné po odbéru byl odebrany ejakulat filtrovan ptes sterilni
gazu a nasledné byl zaznamenan objem ejakuldtu (kalibrovana kéadinka temperovana
na teplotu 37 °C). Poté bylo sperma natedéno predehfatym tfedidlem (37 °C) v poméru 1:1-2.
Natfedéné vzorky ejakulath byly 20 minut ekvilibrovany pii pokojové teploté bez piistupu
svétla a nésledn¢ byly umistény do chladnic¢ky, kde probéhlo zchlazeni na 5 °C. Takto
zchlazené vzorky ejakulatu byly pfevezeny do laboratote ZF JU v Ceskych Budgjovicich, kde
byly vyhodnoceny ostatni parametry pomoci objektivni metody CASA (pocitatové analyzy
spermatu) za pouZziti komeréniho systému SCA (Sperm Class Analyzer, Microptic SL,
Barcelona, Spanélsko). Souasti tohoto systému je opticky mikroskop (Nikon ECLIPSE
E200LED MV Series) s fazovym kontrastem a vyhiivanym stolkem (37 °C), digitalni kamera
(Basler Color) zabudovana v mikroskopu pro zachyceni obrazii a jejich pfenosu do pocitace
(Genuine Intel Core i5).
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4.2.1 Hodnoceni zakladnich charakteristik ejakulatu hi‘ebcti a posouzeni pohybovych

charakteristik spermii v zavislosti na morfometrickém méreni hlavi¢ek

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

Motilita spermii byla objektivné stanovena prostiednictvim modulu Sperm Class
Analyzer® Motility and concentration. Tento modul pro automatickou analyzu motility
a koncentrace spermii je zaloZen na analyze 16 na sebe navazujicich digitalizovanych
fotografickych snimkl ziskanych z jednoho pole. Téchto 16 po sobé jdoucich fotografii je
potizeno s odstupem 0,64 s, coz znamend rychlost snimédni obrazu jedné fotografie kazdych
40 ms. Spermie jsou detekovany automaticky. Vzorky jsou analyzovany pod negativnim
fazovym kontrastem (Ph-) a 10x objektivem (100x zvétSeni) se zelenym filtrem. Pro analyzu
byla ze vzorkl spermatu odebrana alikvota, ktera byla pfedehtata na teplotu 37 °C po dobu 10
minut. Pfedehiaté Leja podlozni sklicko (4komorové, hloubka 20 mikronil) bylo naplnéno 3
pul natedéného a predehiatého spermatu a bylo hodnoceno 10 zornych poli. Finélni
koncentrace spermii po analyzu byla 30 - 50 x 10%ml, pfi¢emZ v jednom zorném poli bylo
analyzovano ptiblizné¢ 100 - 200 spermii. U vzorkd spermatu byly hodnoceny nésledujici
parametry - MOT (celkova motilita, %), PMOT (progresivni motilita, %), VAP (primérna
rychlost, um/s), VCL (kfivo¢ara rychlost,um/s), VSL (pfimocara rychlost, um/s), STR
(ptimost, VSL/VAP, %), LIN (linearita, VSL/VCL, %), WOB (kmitani, VAP/VCL, %), ALH
(amplituda bo¢niho pohybu hlavicky, um) a BCF (frekvence kmitdni, Hz). Podle kiivocaré
rychlosti (VCL) byly spermie rozliSeny podle rychlosti pohybu na rychlé (> 90 um/s), sttedné
rychlé (45 — 90 pm/s), pomalé (10 — 45 pm/s) a statické. Spermie byly povazovany
za progresivni pii nejméné 75 % piimosti (STR). Ve stejném modulu byla soucasné
s hodnocenim motility objektivné stanovena také koncentrace spermii v M/ml

Vitalita (zivotaschopnost) spermii byla systémem Sperm Class Analyzer® Vitality modul

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

Morfometricka analyza hlaviéek spermii byla hodnocena s pouzitim Sperm Class
Analyzer® Morphology module. Preparat byl zhotoven z 20 pl spermatu, ze kterych byl
na podloznim sklicku proveden roztér a po zaschnuti obarven barvivem SpermBlue
(Microptic SL). Po zaschnuti pouzit¢ho barviva byly vzorky fixovany za pouziti Eukitt
mounting media (Microptic SL) a kryciho sklicka. Pro hodnoceni morfologie byl
na mikroskopu nastaven modry filtr, 100x objektiv s olejovou imerzi a prochazejici svétlo
(A). V kazdém preparatu bylo analyzovano 100 spermii. Spermie byly analyzovany nahodné
Vv riznych oblastech preparatu, bez ptekryvajicich se spermii. Digitalizované bunky byly
automaticky segmentovany na zakladé automatického algoritmu pro definovani kontrastu
mezi buiikou a polem. SCA systém detekuje hranici hlavi¢ek spermii a spojovacich casti.
Za ucelem ziskéani spravného obrazu musi spermie kontrastovat s pozadim vzorku a nesmi byt
pfitomny zadné castice, které by zasahovaly do zobrazeni spermii. U vSech analyzovanych
spermii bylo automaticky vypocitano osm morfometrickych parametrd, ctyfi definujici
velikost hlavicky — délka (L, um), Sitka (W, um), plocha (A, umz) a obvod (P, um) hlavicky
a Ctyfi derivované parametry pro tvar hlavi¢ky — elipti¢nost (Elip = L/W), drsnost (Rugo =
4AIP?), prodlouzeni (Elong = (L-W)/(L+W)) a pravidelnost (Regu = 7LW/4A). Rozméry
jednotlivych spermii byly zaznamenany v programu Microsoft Exel.

Fertilita byla pro kazdého hiebce vypoctena na zakladé poctu zjisténych biezich klisen

déleného celkovym poctem zapusténych klisen hiebcem a byla vyjadiena v procentech.
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4.2.2 Vliv vybranych Fedidel na motilitu a Zivotaschopnost spermii

Vzorky byly odebrany ptfed zacatkem pfipoustéci sezony 2018. Od 11 hiebcti bylo
odebrano celkem 21 vzorkl ejakulatu. Kazdy odebrany ejakulat byl rozdélen na 3 alikvoty
a ke kazdé alikvoté bylo pfidano jedno ze tii fedidel (pfedehiaté na teplotu 37 °C) v poméru
1:1. Celkoveé tedy bylo pro posouzeni vlivu pouzitého fedidla hodnoceno 63 vzorku ejakulatu.

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

INRA 96 (Ref. 016441, IMV Technologies, Saint-Ouen-Sur-Iton, Francie) je chemicky
definované fedidlo obsahujici Hanksovi soli, glukézu (67 mM) a laktézu (126 mM), doplnéné
o purifikovanou mlécnou frakcei a nativni fosfokaseinat (27 g/1).

EquiPlus (Ref. 13570/0202, Minitiib, Tiefenbach, Némecko) obsahuje definované
kaseinaty, glukozu, sacharozu, pufr a antibiotika (linkomycin a spektinomycin). Praskova
forma tohoto fedidla byla rozpusténa ve vod¢é (Double Distilled Water, pyrogen-free and
sterile, Ref. 13570/1000, Minitiib, Tiefenbach, Némecko) podle pokynt vyrobce.

Redidlo Kenney je zalozeno na bézi glukdzy a odtuénéného mléka a obsahuje 2,4 g
suSen¢ho odstredéného mléka, 4,9 g monohydratu glukézy, 100 ml redestilované vody
a antibiotika (0,15 g dihydrostreptomycinu a 0,15 g penicilinu). Toto fedidlo bylo vytvofeno
V laboratofti Pisek - Novy Dvir specidln€ pro potieby Zemského hiebCince.

Takto vytvofenych 63 vzorku ejakulatu bylo po ekvilibraci a zchlazeni na 5 °C opét
transportovano do laboratofe JU v Ceskych Budg&jovicich a nasledné hodnoceno. NA SCA
analyzatoru byla vySe popsanym zplsobem stanovena motilita spermii s jednotlivymi
kinematickymi parametry a vitalita spermii.

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

a nasledné po 24, 48 a 72 hodinach pfi skladovani v této teploté.

4.3 Zpracovani dat

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

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

Pro hodnoceni vlivli byla data rozdélena podle véku a fertility hiebcti. Podle véku byli
hiebci rozdéleni do tii skupin: do prvni skupiny (n = 4) byli zafazeni hiebci do 5 let vcetné,
druhou skupinu (n = 3) tvofili hiebci ve veéku 6 - 15 let a do tieti skupiny (n = 3) byli zatazeni
hiebci starsi 15 let. Podle fertility pak byli hiebcei rozdéleni do ctyi skupin. Fertilita ve skupiné
1 (n=3) byla>80%, 69 -79 % ve skupiné 2 (n =2), 60 - 68 % ve skupiné 3 (n =3) a 50 -
59 % ve skupiné 4 (n = 2).

Statisticka prukaznost byla hodnocena na hladiné vyznamnosti P < 0,001 (***), P < 0,01
(**) a P < 0,05 (*), tendence prukaznosti byla definovano jako 0,05 < P < 0,10 (+).

Charakteristika dat byla provedena pomoci popisnych statistik, konkrétné¢ byl uvadén
pocet pozorovani, primér, minimum, maximum, smérodatnd odchylka a variacni koeficient.

Cast dat pak byla prezentovana jako pramér + smérodatna odchylka.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Hodnoceni zékladnich charakteristik ejakulitu hiebcti metodou CASA

Tabulky 1 a 2 znazoriiuji popisné statistiky pro objem ejakuldtu, koncentraci spermii,
celkovou motilitu, progresivni motilitu, vitalitu spermii a procento morfologicky normalnich
spermii. Dosazené primérné hodnoty zakladnich parametri ejakulatu jsou v souladu
s pozadavky na sperma pro kratkodobou konzervaci a dale také s praci Quintero-Moreno
et al. (2003), kde byl zjistén primérny objem ejakulatu 49,2 ml, koncentrace spermii 304,8 x
10%ml a celkova motilita 88,9 % a s praci Hidalgo et al. (2005) (objem ejakulatu 43 ml,
koncentrace spermii 169 x 10%ml, celkova motilita 77 % a 72 % morfologicky normélnich
spermii. V praci Florez-Rodriguez et al. (2014) byly u chlazeného spermatu (5 °C) méteny
stejné parametry, které se Vv zavislosti na pouzitém fedidle pohybovaly V nasledujicim
rozmezi: celkova motilita 80,3 az 85,4 %, progresivni motilita 29,2 az 35,6 %, Ve studii
Rezagholizadeh et al. (2015) byla zjisténa celkové motilita 87,06 %, progresivni motilita
44,54 %,

Tabulka 1 Popisné statistiky zakladnich charakteristik ejakulatu hiebct v roce 2016

Parametr n X Min Max Vy Sx
Objem ejakulatu (ml) 32 49,22 | 10,00 | 130,00 | 63,55 | 31,28
Koncentrace spermii (M/ml) 32 208,20 | 53,08 | 371,63 | 40,20 | 83,69
Celkova motilita (MOT, %) 32 82,44 | 62,16 | 98,96 | 13,37 | 11,02
Progresivni motilita (PMOT, %) | 32 37,34 2,96 69,74 | 43,28 | 16,16
Vitalita (%) 32 60,71 | 17,05 | 84,69 | 30,03 | 18,23
Morfologicky (r(lj/?)gmalm spermie | 32 7500 | 31,00 | 92,00 | 2108 | 15.81

Tabulka 2 Popisné statistiky zakladnich charakteristik ejakulatu hiebct v roce 201

Parametr n X Min Max Vy Sx
Objem ejakulatu (ml) 36 56,77 10 200 71,83 | 40,78
Koncentrace spermii (M/ml) 36 222,19 | 73,77 | 397,35 | 43,39 | 96,40
Celkova motilita (MOT, %) 36 81,38 | 42,94 | 97,55 | 13,25 | 10,78
Progresivni motilita (PMOT, %) | 36 35,46 3,90 66,24 | 44,61 | 15,82
Vitalita (%) 36 4291 | 1599 | 72,66 | 39,06 | 16,76
Morfologicky (Itl)zgmalm spermie | 36 64.50 14 97 3811 | 24,58

Motilita spermii byla dale charakterizovana jednotlivymi kinematickymi parametry,
jejichz priimérné hodnoty za rok 2016 a 2017 jsou znazornény v tabulkach 3 a 4. Podobné
hodnoty kinematickych parametri motility byly zjistény autory Quintero-Moreno et al.
(2003) (VAP 40,3 um/s, LIN 56,13 %, WOB 64,7 % a BCF 13,56 Hz) a rovnéz také De la
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Cueva et al. (1997) (VAP 32,5 um/s, LIN 47,5 %, STR 60,8 %, BCF 7,27 Hz). V obou téchto
pracich byl pro hodnoceni uvedenych parametri vyuzit rovnéz systém SCA.

Ve studii Rezagholizadeh et al. (2015) byly zjistény vyssi hodnoty kinematickych
parametril, zejména parametrt rychlosti pohybu (VCL 189,33 um/s, VSL 82,88 um/s, VAP
113,52 pm/s, STR 72,20 %, LIN 45,57 %, ALH 6,68 um a BCF 34,15 Hz). V praci Florez-
Rodriguez et al. (2014) byly u chlazeného spermatu (5 °C) méfeny stejné parametry, které
se v zavislosti na pouzitém fedidle pohybovaly v nésledujicim rozmezi: VCL 188,7 az 284,5
um/s, VSL 68,6 az 91,8 um/s, VAP 97,6 az 151,7 um/s, STR 59,9 az 70,2 %, LIN 34,4
az 39,4 %, ALH 6,7 az 9,1 um a BCF 33,0 az 36,1 Hz. Kinematické parametry motility byly
zde hodnoceny systémem HTM, Hamilton-Thorne Research. V obou zminénych pracich
se praimérné hodnoty pro parametry rychlosti (VCL, VSP, VAP) a parametry ALH a BCF
vyrazng liily od vysledk zjisténych v této praci (ziskané hodnoty byly nizsi o vice nez 50
%). Oproti tomu vypoctené parametry, které jsou relativni (STR a LIN), byly ve vSech
studiich porovnatelné.

Rozdilné primérmé hodnoty VCL, VSL, VAP, ALH a BCF, které byly v této praci
vyrazné niz$i, mohou byt pravdépodobné zpisobeny metodikou analyzy. Jak uvadi Kraemer
et al. (1998), volba snimkové frekvence pii hodnoceni motility spermii je stale v rozporu,
a to nejen v zavislosti na vybaveni, ale souvisi také s druhem a experimentalnimi podminky.
Obecné je pro analyzu pozorovano vice variaci riznych poli nez pro opakovanou analyzu
téhoz pole, takZe ¢im vétsi je pocet analyzovanych bunck, tim vice je snizen variaéni
koeficient. V dusledku toho se presnost vysledkii zvySuje s poétem analyzovanych poli
a bun¢k (Dhurvey et al., 2012). CASA systémy jsou schopny analyzovat pohybové vlastnosti
spermii vyuzitim digitalnich snimku trati kazdé spermie a jeji zpracovani pomoci algoritmul.
Rozdily v primérnych hodnotach VCL, VSL, VAP, ALH a BCF tak mohou byt zplisobeny
rozdilnym nastavenim poctu snimkii za sekundu v CASA systému. Vyss$i pocet snimki
za sekundu (45 a 60 snimki/s) ve studiich Florez-Rodriguez et al. (2014) a Rezagholizadeh
et al. (2015) mohl mit za nasledek vyssi hodnoty VCL, VSL, VAP, ALH a BCF v porovnani
s touto praci, kde byl pocet snimk za sekundu 25. Rozdilné kinematické parametry, zejména
parametry rychlosti spermii, proto mohou byt vysvétleny odlisSnym CASA systémem

hodnoceni.
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Tabulka 3 Popisné statistiky kinematickych parametri motility spermii za rok 2016

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

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

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

WOB (%) 32 75,74 41,14 86,39 10,81 8,19
ALH (um) 32 2,59 1,88 3,71 14,29 0,37
BCF (Hz) 32 7,32 5,54 9,89 12,84 0,94

Tabulka 4 Popisné statistiky kinematickych parametrti motility spermii za rok 2017

Parametr n X Min Max Vy Sy
VCL (um/s) 36 60,26 31,94 92,18 27,45 16,54
VSL (um/s) 36 27,55 7,59 45,58 35,83 9,87
VAP (um/s) 36 44,35 14,00 7221 3407 1511

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

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

WOB (%) 36 72,12 42,75 84,18 12,70 9,16
ALH (um) 36 2,90 1,86 4,43 20,35 0,59
BCF (Hz) 36 7,49 6,09 10,95 13,35 1,00

VCL - kiivocara rychlost, VSL — ptimocara rychlost, VAP — primérna rychlost, LIN — linearita, STR — ptimost,
WOB - kmitani, ALH — amplituda bo¢niho posunu hlavi¢ky, BCF - pocet bo¢nich oscila¢nich pohybl hlavicky
spermie kolem primérné drahy

6.2 Posouzeni morfometrickych parametria hlavicek spermii

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

Primérné hodnoty maximalni Sitky hlavicky 3,01 + 0,20 a 3,11 + 0,24 koresponduji
s vysledky Waheed et al. (2015), Davis et al. (1993), Gravance et al. (1997) a Hidalgo et
al. (2005), kde byly naméteny hodnoty pro Sifku hlavicky 3,06 um, 2,97 um, 2,95 um a 2,85
um. Brito (2007) uvadi rozmezi pro $itku hlavicky 2,79 az 3,26 pm, kterému rovnéz
odpovida zjisténa Sitky hlavicky v této praci. Nizs$i primérna hodnota Sitky hlavicky byla

zjisténa v pracich autori Casey et al. (1997) a Gravance et al. (1996), a to 2,65 a 2,75 um.
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Primérné hodnoty pro plochu hlavicky 15,65 a 16,37 umz byly vyssi nez hodnoty 14,33
um?, 13,42 pm?, 13,31 um?, 13,22 pm?, 11,37 pm? a 11,22 pm? zjisténé autory Waheed et al.
(2015), Hidalgo et al. (2005), Gravance et al. (1997), Davis et al. (1993), Casey et al.
(1997) a Gravance et al. (1996). Zjisténé hodnoty ovSem koresponduji s praci Brito (2007),
kde je uvadéno rozmezi plochy hlavicky 11,43 az 16,28 umz. Stejné tak pramérny obvod
hlavi¢ky 16,26 a 16,55 pm byl vétsi nez hodnoty 14,16 um, 14,92 um, 15,54 pm, 15,00 um,
13,79 um a 13,64 um zjisténé v pracich Waheed et al. (2015), Davis et al. (1993), Gravance
et al. (1997), Hidalgo et al. (2005), Casey et al. (1997)a Gravance et al. (1996). Stiedni
hodnota pro obvod hlavicky spermie hiebce, uvadéna Britem (2007), je 13,76 az 15,64 um.

Morfometrické hodnoty, ziskané SCA systémem, mohou byt ovlivnény pouzitou
zvétSeni bunék, coz ovliviiuje velikost morfometrickych parametrt jako je délka, sitka, plocha
a obvod hlavicky. Také zvySujici se doba barveni muize zvysit intenzitu a kontrast snimkt
a nasledn¢ vést k vétsim rozmérim spermii (Hidalgo et al., 2005). Srovnavaci studie
Banazsewské et al. (2015) vSak ukazala, ze rozméry spermii hiebct, obarvenych barvivem
SpermBlue, byly nejvice podobné rozmériim Spermii vV neobarvenych natérech.

Nizs§i hodnoty plochy a obvodu hlavicky, zjisténé v ptedchozich studiich, mohou byt
vysvétleny také pouzitim piepocitavaciho vzorce, ktery uvadi Swokowski et al. (1994):

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

Tento vzorec byl pouzit napiiklad v praci Waheed et al. (2015), kde byly plocha a obvod
hlavicky spermii vypocteny podle tohoto vzorce. Pokud by plocha a obvod hlavicky, zjisténé
VvV této praci, byly vypocitavany podle uvedeného vzorce, zjiSt€éné hodnoty by byly nizsi
a odpovidajici vysledkim v dfive publikovanych pracich. V této praci vSak bylo vSech osm

morfometrickych parametrii vypoc€itano automaticky systémem SCA.

Tabulka 5 Popisné statistiky morfometrickych parametri hlavicek spermii v roce 2016

Parametr n X Min Max Vy S
Délka hlavicky (um) 3200 6,33 4,13 8,20 6,00 0,38
Sitka hlavicky (um) 3200 3,01 2,26 3,67 6,65 0.20
Plocha hlavi¢ky (um®) 3200 15,65 8,33 21,41 9,33 1,46
Obvod hlavicky (um) 3200 16,26 11,39 20,53 5,23 0,85
Prodlouzeni hlavicky 3200 0,36 0,21 0,52 11,11 0,04

Elipti¢nost 3200 2,11 1,53 3,21 8,06 0,17
Drsnost 3200 0,74 0,57 0,84 4,05 0,03
Pravidelnost 3200 0,96 0,94 0,98 0,42 0,004
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Tabulka 6 Popisné statistiky morfometrickych parametri hlavic¢ek spermii v roce 2017

Parametr n X Min Max Vy Sx
Délka hlavicky (um) 3200 6,41 4,16 7,82 6,08 0,39
Sitka hlavicky (um) 3200 3,11 2,12 4,05 7,72 0,24
Plocha hlavicky (um®) 3200 16,37 9,68 22,60 10,45 1,71
Obvod hlavicky (um) 3200 16,55 12,36 19,17 5,26 0,87
ProdlouZeni hlavicky 3200 0,35 0,15 0,49 11,43 0,04

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

6.3 Posouzeni pohybovych charakteristik spermii v zavislosti na morfometrickém
méreni hlavicek

Je usuzovano, ze morfologicky vétsi spermie jsou schopny produkovat vice energie
a pohybovat se rychleji (Tourmente et al., 2011; Sanchez et al., 2013). Dle Malo et al.
(2006), spermie s vétsim prodlouzenim hlavicky mohou dosahnout vétsi rychlosti a ptimosti
pohybu diky snizenému odporu a vétsi hydrodynamické efektivité. Na zaklade téchto tvrzeni
byl proto hodnocen pozitivni vztah mezi kinematickymi parametry spermii a morfometrickym
tvarem hlavicek spermii.

Ve sledovanych pfipoustécich sezonach 2016 a 2017, bylo zjiSténo, ze motilita
a kinematické parametry pozitivné¢ korelovaly s plochou, délkou, Sitkou a obvodem hlavicky,
zatimco negativné korelovaly s prodlouzenim a elipti€nosti hlavicky spermie. Podrobné
vysledky jsou znazornény v tabulkdch 7 a 8. V tad€ piipadl vysla prikaznd zavislost,
ale s velmi nizkou hodnotou korelaéniho koeficientu (r < 0,1). Naopak nejvyssi hodnoty
korela¢niho koeficientu byly zaznamendny v ptipadé€ plochy a Sitky hlavicky. V sezone 2017
byla plocha hlavicky pozitivné korelovana s MOT (r = 0,29), PMOT (r = 0,32), VCL (r =
0,33), VSL (r =0,36), VAP (r = 0,34) a sifka hlavi¢ky pozitivné korelovala s MOT (r = 0,32),
PMOT (r = 0,36), VCL (r = 0,30), VSL (r = 0,38), VAP (r = 0,31) a LIN (r = 0,32).
V piipadé€ prodlouzeni a elipticnosti spermii byla zjiSténa velmi vyznamna negativni korelace
se STR (r =-0,36), LIN (r = - 0,27) a PMOT (r = -0,24). VSechny morfometrické parametry
pak byly negativné korelovany s BCF. V sezén¢ 2016 byla tendence korelaci mezi parametry
stejnd, pouze s niz§imi hodnotami korela¢nich koeficientd.

Spermie s vétsi plochou a Sitkou hlavicky tak mély vétsi MOT, PMOT, VCL, VSL, VAP,
LIN, WOB, STR a mensi ALH a BCF. Naopak niZsi motilitu a kinematické parametry mély
spermie s vétsim prodlouzenim a elipti¢nosti.

Rezagholizadeh et al. (2015) ve své studii naopak zjistili, ze plocha hlavicky byla
pozitivné korelovana s VCL a negativné korelovana s PMOT, VSL, STR a LIN. Prodlouzeni
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hlavicky bylo oproti tomu pozitivné korelovano s PMOT, VSL, STR a LIN a negativné

korelovano s VCL. Spermie s vétSim prodlouzenim a mensi plochou hlavicky tedy mély vetsi

PMOT, VSL, STR a LIN. Na rozdil od toho spermie s mensim prodlouzenim a vétsi plochou

mély vétsi VCL.

Tabulka 7 Korela¢ni koeficienty pohybovych charakteristik spermii a morfometrickych

parametrt hlavicek spermii v roce 2016

Parametr Ploczha Prodlouzeni Elipti¢nost Déllga éifk? ObVé)d
(um?) (um®) (um) (um)

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

Tuéné ozna¢ené hodnoty jsou statisticky prikazné (P < 0,05)

Tabulka 8 Korela¢ni koeficienty pohybovych charakteristik spermii a morfometrickych

parametrt hlavicek spermii v roce 2017

Parametr P|0C2ha Prodlouzeni Elipti¢nost Déllga Sifk:zcl Obvgd
(um°) (um°) (um°) (um°)

MOT (%) 0,29 -0,22 -0,22 0,09 0,32 0,18
PMOT (%) 0,32 -0,24 -0,24 0,11 0,36 0,22
VCL (um/s) 0,33 -0,11 -0,11 0,21 0,30 0,28
VSL (um/s) 0,36 -0,23 -0,23 0,15 0,38 0,26
VAP (um/s) 0,34 -0,12 -0,12 0,21 0,31 0,29
LIN (%) 0,24 -0,27 -0,28 0,02 0,32 0,13
WOB (%) 0,27 -0,10 -0,10 0,17 0,24 0,22
STR (%) 0,13 -0,36 -0,36 -0,15 0,29 -0,02
ALH (um) -0,20 0,24 0,24 -0,34 -0,002 -0,28
BCF (Hz) -0,10 -0,13 -0,13 -0,17 0,004 -0,13

Tu¢né oznacené hodnoty jsou statisticky prikazné (P < 0,05)

Dale existuji domnénky, Ze morfometrické rozméry hlavi€ek spermii mohou mit

souvislost s plodnosti (Casey et al., 1997). Vztah mezi morfometrii hlavicek spermii

a plodnosti u koni naznacily nékteré studie (Casey et al., 1997). Brito (2007) uvedl,

ze rozméry hlavicek spermii hiebcil se sniZenou plodnosti se zna¢né 1i§i od rozmérh hlavicek

spermii plodnych hiebcti. Ve studiich Gravance et al. (1996) a Casey et al. (1997) byly

zjiStény vyznamné vy$§i hodnoty délky, Sitky, obvodu a plochy hlavicek spermii
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u subfertilnich hiebcli nez u hiebct plodnych. Spermie subfertilnich hiebcti byly také vice
zuzené.

Z vysledkt tabulky 9 je patrné, ze se snizujici se plodnosti hiebcti se snizovala
1 progresivni motilita spermii. Opacny trend vykazovalo procento abnormalit spermii, kdy
se snizujici se plodnosti doslo ke zvySovani procenta abnormalnich spermii v ejakulatu. Tyto
vysledky jsou v souladu se studii Waheed et al. (2015), kde byli hiebci rozdéleni do
totoznych skupin, podle jejich dosazené pramérné fertility, a jejichz vysledné procento
abnormalit bylo podle skupin nasledujici: 33,93 %, 35,60 %, 35,32 a 39,58 %. Vysoké
procento morfologickych abnormalit, spojené s nizkou plodnosti, popisuji také studie
Chandler et al. (1988), Jasko et al. (1990) a Barth et al. (1992).

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

v

cvwr

hlavicky se tedy postupné zvySoval, coz znamend, ze hlavicky spermii hiebcti s nizkou
plodnosti byly vice zuzené. Bylo tedy potvrzeno, ze hlavicky spermii hiebct s nizsi plodnosti

mély vétsi délku a obvod hlavicky, a zaroven byly vice zizené.

Tabulka 9 Progresivni motilita a vybrané morfometrické parametry hlavicek spermii
ve vztahu K plodnosti hiebct

Skupina 1 Skupina 2 Skupina 3 Skupina 4
>80 % 69 — 79 % 60 — 68 % 50 —59 %
n hiebct (n ejakulatir) 3(11) 2 (6) 3(9) 2 (6)

Abnormality spermii 29,17 +2225% 34,64 +3044" 34,83 +15,66° 41,22+ 26,02°
(%)

Progresivni motilita 3637+19,99% 3722+12,70° 3440+939°  21,75+9.40°
(%)

Délka hlavigky (um)  630+033%  646=031°  640+048  6,52+035
Sifka hlavicky (um) 321+024% 3.13+022°  310+020°  2,97+022°
Plocha hlavigky (um®) 16,61 £1,76° 16,60+ 1,67° 1629+1,73° 1594+ 1,65°
Obvod hlavicky (um) 1648 +081*° 16,66 +0,82° 16,50 £1,00° 16,58 + 0,85%

b€ yodnoty s riiznymi hornimi indexy pimen v fadé se prikazné lisi (P < 0,05)
Dalsi studie uvadi, ze jednou z vyznamnych pfic¢in variability morfologie spermii
a morfometrickych rozméra je vék hiebct (Quintero-Moreno et al., 2009; Banaszewska et
al., 2011).

Sledované parametry se vyznamné liSily (P < 0,05) mezi jednotlivymi vékovymi
skupinami (tabulka 10). Nejvétsi procento abnormalit spermii bylo zjisténo u mladych hiebct
do 5 let (50,60 %). Nejmensi naopak u skupiny hiebcii ve véku 6 az 15 let (18 %). Podobné
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hodnoty byly popsany u vékovych skupin v praci Waheed et al. (2015) (32,71 %, 50,92 %
a 38,85 %), kde bylo ovSem nejvyssi procento abnormalit zjiSténo u skupiny hiebct ve véku
10 az 14 let. Vysoké procento abnormalit spermii u mladych hiebctl, zjisténé v této praci,
mize byt vysvétleno testatnim a sportovnim zatizenim této vekové skupiny. Toto je
podpofeno praci Samper (2009), ktery uvadi, Ze u mladych plemennych hiebcti, zafazenych
do sportovni testace, muze mit vyznamny dopad na morfologii spermii absolvovani
sportovnich soutézi v horkych letnich mésicich. Morfologie spermii mtize byt ovlivnéna nejen
vysokymi teplotami Sourku, ale 1 dlouhodobym stresem v pritbehu tréninku a soutéze. DalSim
davodem vysokého procenta abnormalit mize byt nezrald spermatogeneze u piili§ mladych
hiebct. Studie Dowsett, Knott (1996), Pickett (1993) a Amann et al. (1979) uvadéji,
ze u hiebeli mladsich 3 let byla zjisténa horsi kvalita spermatu, z hlediska celkového poctu
spermii a abnormalit spermii.

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

Stejny trend vyslednych hodnot byl zaznamenéan také v pfipad¢é progresivni motility.
Nejvyssi hodnota PMOT byla zjisténa u skupiny nejmladsich hiebct (38,46 %), nejnizsi
hodnota naopak u skupiny hiebcit 6 az 15 let (27,76 %). Tento vyvoj hodnot je zajimavy
z hlediska zjisténych abnormalit spermii, jejichz trend vyvoje by mél byt opacny. Vyvoj
hodnot PMOT proto mlze byt spojen s vySe uvedenou pritkaznou pozitivni korelaci mezi
PMOT a morfometrickou velikosti hlavicky, kdy se zvySujicimi se parametry hlavicky
dochazi ke zvyseni PMOT (8iika hlavicky r = 0,32, plocha hlavicky r = 0,36, obvod hlavicky r
= 0,22). Jak je patrné z vysledkd, tak u prvni skupiny hiebcli byla s nejvyssi PMOT soucasné
zjiSténa také nejveétsi Sitka (3,20 pm) a plocha hlavicky spermii (16,87 umz) a s nejnizsi
PMOT (27,76 %) nejnizsi plocha a Sitka hlavicky (3,03 pm a 15,66 umz) u druhé skupiny
hiebct.

Trend poklesu rozmérti hlavicek spermii mezi prvni a druhou vékovou skupinou hiebcil
Ize porovnat spraci Koyago et al. (2009), ve které autofi zjistili vyznamnou negativni
korelaci véku hiebeti s plochou a sitkou hlavicek spermii (P < 0,05), pficemz vékové rozmezi

sledované skupiny hiebct bylo 4 az 15 let.
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Tabulka 10 Vliv véku na progresivni motilitu a vybrané morfometrické parametry spermii

Skupina 1 Skupina 2 Skupina 3
<5 let 6 — 15 let > 15 let

n hebei (n ejakulati) 4 (13) 3 (11) 3(8)
Abnormality spermii (%) 50,60 + 27,07 18,00 £ 12,07° 34,88 +21,71°
PMOT (%) 38,46+ 11,01° 27,76 +20,08" 32,27 +15,38°
Delka hlavicky (wm) 6,43 + 0,44° 6,28 + 0,33 6,52 + 0,33°
Sitka hlavicky (um) 3,20+ 0,25° 3,03+ 0,20 3,10+ 0,22°
Plocha hlavicky (um?) 16,87 + 1,84° 15,66 + 1,42° 16,59 + 1,60°
Obvod hlavicky (um) 16,69 = 0,94 16,22 + 0,76 16,73 = 0,81°

2D€ Hod noty s riiznymi hornimi indexy pimen v fad¢ se prikazné lisi (P < 0,05)

6.4 Vliv vybranych fedidel na motilitu a Zivotaschopnost spermii

Jelikoz chemické sloZeni fedidel je jednim z hlavnich faktort pfeZitelnosti spermii béhem
konzervace, bylo cilem druhé &asti prace posoudit, zda fedidla s obsahem definovanych
kaseinatt zlepsuji kvalitativni ukazatele chlazeného spermatu hiebct.

Pouzité fedidlo mélo vyznamny vliv na VIT, MOT, PMOT, VCL, VSL a VAP (P <
0,05). Zéaroven byl prokdzan vysoce vyznamny vliv doby skladovani na vSechny hodnocené
parametry (P < 0,001). Interakce doby skladovani a pouzitého fedidla byla vyznamna
pro parametry PMOT a VCL (P < 0,05). Tato zjisténi jsou v souladu s ptedchozimi studiemi,
prokazujicimi G¢inek fedidla (Webb et al., 2009; LeFrapper et al., 2010) a doby skladovani
(Aurich et al., 2007; Janett et al., 2012) na parametry spermatu hiebci.

Tabulka 11 Vliv fedidla a doby skladovani na motilitu a vitalitu chlazeného spermatu

hodnocené analyzou variance s opakovanym méfenim

Parametr redidlo cas c¢as*redidlo
MOT (%) **x **kk -
PMOT (%) *% *kk *%
Prog M/ml + ikl -
VCL (um/s) *k Fkk *
VSL (um/s) * Fkk -
VAP (;,Lm/ S) *x oy )
VIT (%) **k*k **kxk -

MOT, celkova motilita; PMOT, progresivni motilita; prog M/mL, million progresivnich spermii na mililitr;
VAP, primérna rychlost; VCL, kiivo¢ara rychlost; VSL, piimocara rychlost; VIT, vitalita.

Data byla prezentovana na hladiné vyznamnosti P < 0,001 (***), P < 0,01 (**), P < 0,05 (*), tendence pfi P <
0,10 (+), P> 0,10 ().
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Vysledky mnohonasobného porovnani (tabulka 12) ukazuji, ze celkovy ochranny ucinek
fedidla INRA 96 byl vyznamné lepsi nez u ejakulatt fedénych fedidlem Kenney (P < 0,01).
Hodnoty VIT, PMOT, VCL a VAP byly vyssi u vzorkli spermatu fedénych fedidlem INRA
96 (P < 0,05) nez u vzorku fedénych fedidlem EquiPlus. Mezi fedidly Kenney a EquiPlus
nebyl prokazan zadny rozdil. Rozdily v motilit€¢ spermii mezi pouzitymi fedidly, pozorované
v této praci, souhlasi se zjisténim jinych autord (Pagl et al., 2006; LeFrapper et al., 2010;
Janett et al., 2012; Neuhauser et al., 2018). Dobré¢ vysledky motility spermii, dosazené pti
pouziti fedidla INRA 96, odpovidaji specialnimu slozeni tohoto fedidla (Pillet et al., 2008).
Vyhodou tohoto fedidla je pouziti nativniho fosfokaseinatu jako ochranného ¢inidla (da Silva
et al., 2012). Navic i dal$i latky, obsazené v tomto fedidle, pomahaji chranit spermie pied

Skodlivymi ucinky dlouhodobého skladovani pti 5 °C v intervalu 72 hodin.

Tabulka 12 Mnohonasobné porovnani fedidel INRA 96, EquiPlus a Kenney pomoci

Tukeyova HSD testu v rdmci hodnocenych parametri

MOT (%) EquiPlus Kenney SI)'ERA PMOT (%) EquiPlus Kenney INRA 96
EquiPlus - + EquiPlus - *
Kenney - *x Kenney - **
INRA 96 + wx INRA 96 * kol

VCL . INRA . INRA
(i) EquiPlus  Kenney 96 VSL (um/s) EquiPlus Kenney 96
EquiPlus - * EquiPlus -

Kenney - ** Kenney - *
INRA 96 * *x INRA 96 + *

XLAH‘SS) EquiPlus  Kenney INRA 96 | VIT(%) EquiPlus Kenney INRA 96
EquiPlus - * EquiPlus - FHx
Kenney - e Kenney - falekal
INRA 96 * wx INRA 96 kel kel

MOT, celkova motilita; PMOT, progresivni motilita; VAP, pramérna rychlost; VCL, kiivo¢ara rychlost; VSL,
pfimocara rychlost; VIT, vitalita

Data byla prezentovana na hladiné vyznamnosti P < 0,001 (***), P < 0,01 (**), P < 0,05 (*), tendence pii P <
0,10 (+), P> 0,10 (-).

Pro detailni ilustraci ucinku tff rtznych fedidel byly parametry motility spermii
chlazeného spermatu hodnoceny po 2, 24, 48 a 72 hodinach. Vysledky ukazuji, ze se
jednotlivé parametry vyznamné liSily mezi fedidly (tabulka 13). Za sledovanou dobu byly

hodnoty vSech parametrii nejvyssi pii pouziti fedidla INRA 96.
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Tabulka 15 Vliv fedidla na parametry motility spermii hiebct (pramér + SD) v ejakulatech skladovanych pfi teploté 5 °C po dobu 72 hodin

Parametr : 2 hours _ 24 hours
EquiPlus Kenney INRA 96 EquiPlus Kenney INRA 96
MOT (%) 86,86 = 3,39" 82,92 +4,12" 94,25 + 1,48 65,79 + 5,14 59,45 + 5,64%7 79,09 + 4,19"°
PMOT (%) 32,40 + 3,78"" 27,49 + 3,95 47,53 +3,68"" 12,27 +2,74° 9,94 + 2,97 19,93 + 3,26
prog M/mL 76,13 + 12,29 65,83 + 11,15 103,68 + 16,06 30,89 + 7,54 22,79 + 6,15° 46,50 + 9,64°
VCL (um/s) 60,72+ 3,61%" 55,05+ 3,87"" 74,28 +3,62"* 39,45 +2,69” 35,98 +2,85° 46,47 + 3,17
VSL (umy/s) 28,99 + 2,20°"* 26,74 +2,24% 35,01 2,13 15,05 + 1,55° 13,85 + 1,66° 18,38 £ 1,73
VAP (um/s) 45,45 + 2,99 41,34 + 3,16 56,33 +2,89"" 25,51 +2,27° 23,35+ 2,49° 30,85 + 2,64°
LIN (%) 47,52 + 1,79 48,67 + 1,95' 4739 + 1,74 37,54+ 1,52° 37,41+ 1,25° 38,89 + 1,49°
STR (%) 63,20 + 1,15" 64,47 + 1,41" 62,07 + 1,10" 58,42+ 1,19 58,85+ 1,24" 59,10 + 1,23"7
WOB (%) 74,78 + 1,88' 75,04 + 1,90 76,33 + 1,96" 63,95 + 1,65 63,43 + 1,29° 65,58 + 1,73’
ALH (um) 2,58 +0,11" 2,51 +0,11" 2,78 +£0,12" 2,67 +0,10° 2,65 +0,09" 2,66+0,11"
BCF (Hz) 6,76 + 0,61"7 6,66 +0,16"" 6,90 + 0,10 7,76 +0,39" 7,98 + 0,30 7,81+ 0,27
Parametr _ 48 hours _ 72 hours
EquiPlus Kenney INRA 96 EquiPlus Kenney INRA 96

MOT (%) 48,64 + 5,837 34,78 + 4,42%° 59,64 + 5,02°° 28,42 + 5,01 22,04 + 3,70° 38,90 + 5,55
PMOT (%) 4,80 + 1,507 2,72 40,72 8,39 +2,04"° 1,87 + 0,60™"° 1,05 + 0,29 3,92 +0,88"°
prog M/mL 11,28 + 3,46° 5,73 +1,34° 20,98 + 6,46°° 438 + 1,47%"7 2,69 0,75 9,07 +2,73"°
VCL (um/s) 28,92 +2,03° 26,44 + 1,24° 33,03 +2,54° 24,18 £ 1,43° 23,16+ 1,12° 28,55+ 1,66°
VSL (um/s) 9,58 +0,82° 8,61 +0,57°° 11,15+ 1,05° 6,91 +0,59° 6,37 +0,38° 8,49 + 0,62°
VAP (um/s) 16,63 + 1,48° 15,16 = 0,90° 19,15 + 1,90° 13,02 + 1,07° 12,19 +0,61° 15,50 + 1,06°
LIN (%) 33,43 + 1,98°° 32,63 + 1,34°° 33,42 + 1,31%° 28,53 + 1,88° 27,89 + 1,62° 29,87 + 1,62°
STR (%) 57,84 + 1,697 56,72 +1,20"* 58,64 + 1,177 52,88 + 1,58° 52,03+ 1,62° 54,67 + 1,32°
WOB (%) 56,98 + 1,99%° 57,15+ 1,46%° 56,90 + 1,82° 53,19 +2,05° 52,89 + 1,48° 54,13 + 1,84°
ALH (um) 2,58 +£0,12" 2,42 +0,19"° 2,60+ 0,13" 1,88 + 0,25 1,98 + 0,22 2,49+ 0,20
BCF (Hz) 7,98 +0,41" 6,94 + 0,49"° 8,25 + 0,40" 522+ 0,67% 5,57 +0,72*"" 7,40 + 0,56

&P Riizné horni indexy v fadé v ramci jednotlivych Gasovych tisekil nazna&uji vyznamné rozdily mezi fedidly (P < 0,05)

1234 Riizné horni indexy v fad& ozna&uji vyznamné rozdily mezi asovymi useky v ramci fedidla (P < 0,05)



Pokud jde o podrobné vysledky parametri motility, zdd se, ze ve srovnani
s kaseinatovymi fedidly je Kenney méné ptiznivou volbou. Tento vysledek je v souladu
s pfedchozimi studiemi, kde sperma, fedéné pomoci fedidla Kenney, dosahlo niz$i kvality
in vitro ve srovnani s fedidlem EquiPro (Pagl et al., 2006) nebo INRA 82, coz je pfedchozi
verze INRA 96 (ljaz a Ducharme, 1995). Redidlo Kenney bylo vyvinuto v roce 1975
(Kenney et al., 1975) a predstavuje zakladni a levnou moznost pro chovatele nebo konska
reproduk¢ni centra; slozeni je vSak velmi jednoduché. I kdyz bylo mléko v fedidle Kenney
nahrazeno 0,6 % kaseinatem sodnym, celkova a progresivni motilita, kinematické parametry a
procento spermii s neporusenou plazmatickou membranou se mezi Kenney a Kenney + 0,6 %
kaseinatu po 24 hodinovém skladovani nelisily (Martins et al., 2016).

Rozdilné uc¢inky fedidel na parametry motility spermii béhem konzervace spermatu,
zjisténé v této praci, koresponduji s diive publikovanymi daty (Pagl et al., 2006; Aurich et
al., 2007; LeFrapper et al., 2010). Hlavnim cilem zpracovani spermatu, pii piipravé
chlazené¢ inseminacni davky, je najit nejlepsi fedidlo, které zachova uspokojivou kvalitu
spermatu béhem piepravy az do doby inseminace (Heckenbichler et al., 2011). Podle
vyslednych parametrii motility, hodnocenych v této préci, by z testovanych fedidel bylo
nejlepsi volbou fedidlo INRA 96. Zjisténé vysledky jsou v souladu s piedchozimi studiemi,
ve kterych byla pfi pouziti fedidla INRA 96 rovnéz zachovana odpovidajici kvalita spermatu
po dobu 24 hodin od nafedéni (LeFrapper et al., 2010; Ortega-Ferrusola et al., 2011;
Janett et al., 2012; Bolaiios et al., 2014).

Price et al. (2008) a Webb et al. (2009) popisuji, Ze motilita a rychlost spermii se ¢asto
béhem skladovani postupné zhorSuji, coz bylo potvrzeno u fedidel, jako je INRA 96
a ekvivalentni (Webb et al., 2009). Tato zjisténi se shoduji s nasimi vysledky, ve kterych je
patrny pokles hodnot vSech hodnocenych parametrii. V této studii si fedidlo INRA 96 udrzelo
nejvyssi PMOT ve srovnani s dalsimi dvéma fedidly po celou dobu skladovani. Batellier et
al. (2001) uvedli, ze INRA 96 je ucinné fedidlo pro zachovani fertilizatniho potencialu
spermii po dobu alesponi 24 hodin. Zda se také, Zze chrani bunky spermii béhem dlouhodobého
skladovéni s vétsi ucinnosti nez tradiéni mlécna fedidla.

Pouze pohyblivé spermie s neporusenou plazmatickou membranou mohou oplodnit oocyt
in vivo (Yanagimachi, 1994), a proto je zajimavé posoudit zmény téchto parametrt
v prubéhu ¢asu beéhem skladovani spermatu v riznych fedidlech (Love, 2012).

V grafu 1 je zndzornéno, Ze zivotaschopnost spermii se v pribéhu sledované¢ho ¢asu

velmi vyraznég liSila mezi fedidly. Ve vSech ¢Etyfech sledovanych ¢asech po dobu skladovani
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byla Zivotaschonost spermii vyrazné vyssi u fedidla INRA 96 nez u fedidel EquiPlus

a Kenney.

Graf 1 Procento vitalnich spermii ve spermatu nafedéném tfemi rtiznymi fedidly béhem

skladovani pii 5 °C po dobu 72 hodin
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V této studii se Zivotaschopnost spermii mezi fedidly v pribéhu €asu vyznamné lisila.
Vysledky, tykajici se stavu plazmatické membrany, se 1i8i ve srovnani s diive publikovanymi
udaji, kde nebyl zjistén zadny vyznamny Gcinek mlécnych kaseinatli u pravidelné odebranych
hiebct (Pagl et al., 2006; Janett et al., 2012). Situace se zménila, kdyZ bylo sperma pied
ochlazenim odstfedéno (Pagl et al., 2006). Po 24 a 72 hodinach skladovani si fedidlo
obsahujici definovany mlécny protein zachovalo stav plazmatické membrany na vyznamné
vy$s$i urovni (Pagl et al., 2006). Pozitivni u¢inek fedidla INRA 96 na plazmatickou
membranu spermie pii skladovani by mohl byt disledkem ptisobeni NPPC, kdy tato Cast
fedidla snizuje odtok (eflux) cholesterolu a zachovava tak pomér fosfolipid:cholesterol,
dilezity pro udrzeni spravné fluidity membran spermii (Bergeron et Manjunath, 2006).
Tento pozitivni efekt je velmi dulezity, kdyZ je potieba sperma skladovat delsi dobu
pfi teploté 5 °C, aby si zachovalo svou fertiliza¢ni schopnost. Tento pozitivni u¢inek NPPC je
podpofen také vysokou koncentraci cukrii ptitomnych v INRA 96, které vytvateji fyzickou
ochranu a zdroj energie pro spermatické bunky béhem konzervace (Pillet et al., 2008).
Z ftedidel, testovanych v této praci, ma INRA 96 nejlepsi predispozice pro udrzeni
zivotaschopnosti spermatu a pro jeho nasledné pouziti k inseminaci.
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6. ZAVER

Zjisténé vysledky vychazeji z cili prace, které jsou zamétreny na objektivni vyhodnoceni
zakladnich charakteristik ejakulatu teplokrevnych hiebcti vyuzivanych v inseminaci,
na posouzeni morfometrickych parametri ejakuldtu na zdklad¢ velikosti a tvaru hlavi¢ek
spermii, posouzeni parametri pohybu spermii v zdvislosti na morfometrickém méfeni

hlavicek a na hodnoceni vlivu tii vybranych fedidel na kvalitativni parametry ejakulatu.

U ziskanych vzorki ejakulatu byly za sledovana obdobi pfipoustécich sezon 2016 a 2017
zjistény nasledujici praimérné hodnoty - objem ejakulatu 49,22 + 31,28 a 56,77 + 40,78 ml,
koncentrace spermii 208,20 + 83,69 a 222,19 + 96,40 M/ml, celkova motilita spermii 82,44 +
11,02 a 81,38 + 10,78 %, progresivni motilita spermii 37,34 + 16,16 a 35,46 + 15,82 %,
vitalita spermii 60,71 + 18,23 a 42,91 +16,76 %, morfologicky normalni spermie 75,00 £
15,81 a 64,50 + 24,58 %. Primérné hodnoty zakladnich charakteristik ejakulatu byly
v souladu s pozadavky na sperma pro kratkodobou konzervaci a zaroven porovnatelné

s vysledky v piedchozich studiich.

Motilita spermii byla dale charakterizovana jednotlivymi kinematickymi parametry,
jejichz primérné hodnoty za rok 2016 a 2017 byly nasledujici: rychlost na kiivocaré draze
(VCL) 62,67 a 60,26 um/s, piimocara rychlost (VSL) 32,10 a 27,55 pum/s, primérna rychlost
(VAP) 48,14 a 44,35 um/s, linearita kiivocaré drahy (LIN) 50,64 a 44,89 %, linearita
pramérné drahy (STR) 66,56 a 62,01 %, mira kmitani skutecné drahy kolem primérné drahy
(WOB) 75,74 a 72,12 %, amplituda bo¢niho posunu hlavi¢ky po jeji primérné draze (ALH)
2,59 a 2,90 um, frekvence bocnich oscila¢nich pohybl hlavicky spermie kolem primérné
drahy (BCF) 7,32 a 7,49 Hz. Na zaklad¢ vyraznych rozdili mezi primérmymi hodnotami
parametrt VCL, VSL, VAP, ALH a BCF, zjisténych pouzitim SCA systému v této praci,
V porovnani se studiemi, ve kterych byly kinematické parametry hodnoceny HTM (Hamilton-
Thorne Research) systémem, byl zjistén vliv pouzittho CASA systému pro hodnoceni.
Odlisnost CASA systémi je pravdépodobné zpiisobena rozdilnym nastavenim poctu snimkl

za sekundu — vyssi nebo nizsi snimkova frekvence.



Morfologie spermii byla podrobnégji popsana prostiednictvim velikosti a tvaru hlavicek
spermii, kde bylo analyzovano osm morfometrickych parametri. V ptipoustécich sezonach
2016 a 2017 byla zjisténa pramérna délka hlavicky (L) 6,33 + 0,38 a 6,41 + 0,39 um,
pramérna hodnota maximalni Sitky hlavicky (W) 3,01 + 0,20 a 3,11 +0,24 pum, primérna
plocha hlavigky (A) 15,65 + 1,46 a 16,37 + 1,71 um?, primémy obvod hlavicky (P) 16,26 +
0,85 a 16,55 + 0,87 um, prodlouzeni (Elong) 0,36 + 0,04 a 0,35 + 0,04, elipti¢nost (Elip) 2,11
+ 0,17 a 2,07 = 0,18, drsnost (Rugo) 0,74 + 0,03 a 0,75 + 0,03 a pravidelnost (Regu) 0,96 +
0,004. Z;isténé pramérné hodnoty, charakterizujici velikost hlavicek (L, W, A, P), odpovidaly
stanovenému rozmezi pro parametry velikosti hlavicky. Primérmé hodnoty délky a Sitky
hlavicky byly také ve vétSin€ ptipadi shodné i s naméfenymi hodnotami v pracich jinych
autorl. V fad¢é predchozich studii byly ovSem zjistény pomérné nizsi hodnoty pro plochu
a obvod hlavicky, ve srovnani s touto praci. Pfi vzajemném porovnani zjisténych vysledki
s vysledky praci jinych autori a s literaturou byl zjistén vliv pouZzité metody barveni
a samotné morfometrické analyzy na morfometrické parametry hlavicek spermii. Stejné tak
byla zjisténa vyznamnost v podobé& piepocitavaciho vzorce pro vypocet plochy a obvodu

hlavicky, ktery se mtize v jednotlivych pracich lisit.

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

prodlouZenim a elipti¢nosti.

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

Morfologie, véetné¢ morfometrického méfeni hlavicek spermii hiebct, a PMOT byly dale
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vyznamng ovlivnény vékem a fertilitou hiebct. Sledované parametry se vyznamné lisily mezi
jednotlivymi vékovymi skupinami. Lepsi kvalita ejakulatu, z hlediska PMOT, byla zjisténa
u mladych hiebcl do 5 let (PMOT 38,46 %). Mladi hiebci méli také nejvetsi rozméry Sitky
(3,20 um) a plochy hlavicek spermii (16,87 pmz). Soucasné bylo ale u této skupiny hiebct
zjisténo nejvyssi procento abnormalnich spermii (50,60 %). Opacné hodnoty byly zjistény
abnormalnich spermii (18 %) a nejmensi rozméry hlavicek spermii.

Z hlediska vlivu fertility hiebce bylo zjisténo, Ze se sniZujici se plodnosti hiebct
se snizovala PMOT a hodnoty $itky a plochy hlavicek a zvySovalo se procento abnormalnich
spermii v ejakulatu a hodnoty délky a obvodu hlavicek spermii. Na zakladé poméru délky

a Sitky hlavicky bylo zjisténo, ze spermie hiebcil s nizsi plodnosti byly vice zizené.

Charakteristiky chlazeného spermatu byly ovlivnény pouzitym fedidlem a dobou
skladovani spermatu. Pouzité fedidlo mélo vyznamny vliv na VIT, MOT, PMOT, VCL, VSL
a VAP (P < 0,05). Zarovei byl prokdzan vysoce vyznamny vliv doby skladovéani na vS§echny
hodnocené parametry (P < 0,001). Celkovy ochranny tc¢inek fedidla INRA 96 byl vyznamné
lep$i nez u ejakulatt fedénych fedidlem Kenney (P < 0,01). Hodnoty VIT, PMOT, VCL
a VAP byly vyssi u vzorkl spermatu fedénych fedidlem INRA 96 (P < 0,05) nez u vzorki
fedénych fedidlem EquiPlus. Mezi fedidly Kenney a EquiPlus nebyl prokazan Zadny rozdil.

Redidla s definovanymi kaseinatovymi slozkami (INRA 96 a EquiPlus) vykazaly
pomalejs$i pokles PMOT za 48 a 72 hodin skladovani v porovnéani s fedidlem na bazi
odstfedéné¢ho mléka (Kenney). Navic pti pouziti fedidla INRA 96, které obsahuje NPPC, byla
ve srovnani s ostatnimi fedidly prodlouZena kvalita spermatu po dobu nejméné 24 hodin
po odbéru a nafedéni.

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

pro produkci inseminacnich davek chlazeného spermatu béhem prvnich 24 hodin skladovani.
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7. SOUHRN A DOPORUCENI PRO PRAXI

Vysledky plodnosti a hodnoty reprodukénich ukazatell hiebcli nejsou chovatelské

vetejnosti k dispozici a nelze je tedy pii vybéru plemennych hiebet vyuzivat. Je tedy dulezité

vytvofit pro chovatele takovy material, ktery bude podavat potfebné informace k vybéru

hiebce z hlediska jeho plodnosti.

Na zékladé porovnani vySe uvedenych cilli a nasledné dosazenych vysledkti prace lze

konstatovat, Ze:

Objektivnim vyhodnocenim zakladnich charakteristik ejakulatu hiebci (objem
ejakulatu, koncentrace spermii, motilita spermii s podrobnymi kinematickymi
parametry, morfologie a zivotaschopnost spermii) metodou CASA byly vytvofeny
podminky pro to, aby se nasledné¢ tyto zjisténé vysledky mohly promitnout
do kvalitngjsich a podrobnéjsich informaci pro chovatele a nasledné i do kvalitn&jsiho
vybéru hiebct do plemenitby. V neposledni fad¢ je dilezité, aby chovatelé pti vybéru
hiebcl do plemenitby zohlednovali také jejich vék. Ptili§ mladi nebo naopak pfilis
stafi hiebci by méli byt v chovu vyuzivani pouze za predpokladu peclivého sledovani
kvality spermatu a kontroly vytizeni hiebce.

Posouzenim morfometrickych parametrii na zaklad¢ velikosti a tvaru hlavicek spermii
bylo potvrzeno, Ze tyto parametry souviseji s plodnosti hiebcli. Detekce nepatrnych
rozdild v morfometrii hlavicek spermii proto mizZe vést k presn&jSimu posouzeni
plodnosti hiebct.

Posouzenim pohybovych charakteristik spermii v zavislosti na morfometrickém
méfeni hlavicek (rozméry hlavicek a jejich tvar) byla potvrzena hypotéza,
ze morfologicky veétsi spermie dosahuji vysSich parametrii motility a vétsi rychlosti
pohybu. Nebylo ovSem potvrzeno, Ze by vysSi motility a vétsi rychlosti pohybu
dosahovaly spermie s vétsim prodlouzenim hlavicky.

Hodnocenim vlivu vybranych fedidel na motilitu a Zivotaschopnost spermii bylo
zjiSténo, Ze sledované parametry chlazeného spermatu byly vyznamné ovlivnény
pouzitym fedidlem a dobou skladovani spermatu. Vybérem vhodného fedidla Ize tedy
zlep$it vyslednou kvalitu insemina¢ni davky a zvysit tak potencial uspésného

zabteznuti klisny.
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