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Abstrakt

Cilem této prace bylo vyhodnotit dynamiku kvalitativnich ukazatelti spermatu berand.
Sperma se méni v prubéhu roku, ptipoustéciho obdobi, s vékem beranli nebo po dobu
jeho skladovani. V této praci byl hodnocen objem spermatu, koncentrace spermii, jejich
motilita, kinematické parametry a morfometrické ukazatele. Sperma bylo odebirano od
3 beranti plemene Sumavska ovce a hodnoceno pomoci objektivni pocitacové metody
CASA. Berani byli odebirani od zatfi 2017 do unora 2019. Ze zjisténych vysledka
vyplyva, ze sperma berana je po cely rok kvalitni, ale byly zjistény rozdily, kdy na
podzim se zvétSuje objem spermatu (p <0,05) a koncentrace spermii (p <0,01), oproti
tomu na jafe roste jeho celkova motilita (p <0,001) a jeji kinematické parametry (VCL,
ALH p <0,001; VAP p <0,01). V prabchu pfipoustéci sezony berant klesd progresivni
motilita spermii, ale roste jejich koncentrace (p <0,01). Cas odb&ru nemél na kvalitu
spermatu prokazatelny vliv oproti v€ku berand, kdy se kvalita 2 a 3letych berant liSila.
Redidla vyznamn& ovliviiuji kvalitu spermatu béhem doby skladovani, pii¢emz byl
prokdzan vysoce vyznamny vliv na parametry progresivni motility a VCL, VSL, VAP
(p <0,001). Sperma natedéné fedidlem AndroMed® mélo po celou dobu dobré vysledky
a bylo by mozné vyuzit inseminacni davky i po 72 h. V ostatnich fedidlech kvalita
rychle klesala a jejich vyuziti by bylo mozné do 24 h, nejdéle do 36 hodin, kdy by byl
vysledek jiZ nejisty.

Kli¢ova slova: beran, CASA, sperma, hodnoceni spermatu, motilita spermii, morfologie

spermii, prezitelnost spermatu



Abstract

The aim of this work was to evaluate the dynamics of the qualitative indicators of ram
semen. Semen changes over the course of the year, the breeding season, with the age of
the rams or during its storage. In this work, sperm volume, sperm concentration, their
motility, kinematic parameters and morphometric indicators were evaluated. Sperm was
collected from 3 Sumava rams and evaluated using the CASA objective computer
method. The rams were collected from September 2017 to February 2019. The results
show that the sperm of the rams is of good quality throughout the year, but differences
were found when the volume of sperm increases in autumn (p <0.05) and the
concentration of sperm (p <0 .01), on the other hand, its overall motility (p <0.001) and
its kinematic parameters (VCL, ALH p <0.001; VAP p <0.01) increase in spring.
During the mating season of rams, the progressive motility of sperm decreases, but their
concentration increases (p <0.01). The collection time did not have a demonstrable
effect on the sperm quality compared to the age of the rams, when the quality of 2- and
3-year-old rams differed. Diluents significantly affect the quality of sperm during the
storage period, with a highly significant effect on the parameters of progressive motility
and VCL, VSL, VAP (p <0.001). Sperm diluted with AndroMed® diluent had good
results all the time and it would be possible to use insemination doses even after 72
hours. In other diluents, the quality decreased rapidly and their use would be possible

within 24 hours, at most within 36 hours, when the result would already be uncertain .

Keywords: ram, CASA, sperm, sperm evaluation, sperm motility, sperm morphology,

sperm viability
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1 Uvod

Chov ovci je pro lidskou spolecnost nepostradatelnou soucasti zemedélské vyroby.
Ovce patii mezi nejstarSi domestikovana zvifata a jsou cenéné pro své maso, mléko a
vlnu. Z ovci se ziskéavaji 1 klize, kozeSiny a lanolin. Dale maji ovce také neptimy uzitek
v produkci hnoje a udrzovani razu krajiny. Pouzivaji se i pro lékaiské a védecké ucely
ptedevsim pro pochopeni endokrinologickych a fyziologickych mechanismt téla. Chov
ovci miZze byt provozovan snadno v ekologickém sméru a bézné se tak déje. Bohuzel
skopové maso neni na jidelnicku v naSem staté Casto. Naopak bio syry stdle nachazeji
vice ptiznivci. Je to zfejme dano i1 touhou po kvalité produkti a Sirokym sortimentem
mlécnych vyrobku.

Uméléa inseminace u hospodaiskych zvitat se nejvice vyuziva u skotu, prasat
nebo koni. U malych piezvykavcl se vyuzivda minimaln€ z né€kolika diivodld. Prvnim
diivodem je nevyrazna fije u samic, kterou chovatel musi vyhleddvat pomoci prubite
nebo upravuje fiji pomoci hormonalnich preparatd. Dal§imi divody mohou byt nizsi
ceny plemennych berant, vyssi pracnosti pro chovatele, nerozvinuti sit¢ inseminacnich
stanic, které by mohly vznikat pfidruzen¢ s inseminacnimi stanicemi bykii. Plodnost po
umélé inseminaci Cerstvym spermatem muze byt pies 60 %, pfi pouziti mrazené¢ho
spermatu je plodnost kolem 30 %. Zalezi na pouzité metod¢ inseminace, technikovi a
dalsich faktorech.

Jsou ale 1 pfipady, kdy je uméla inseminace nevyhnutelna. Velky vyznam ma
umeéla inseminace pii obnove nebo zachovéni linii v rdmci plemene. Plemenny beran je
odebran, sperma vysetfeno a rozfedéno, a inseminac¢ni ddvky mohou byt vyuzity po celé
sttedni Evropé€. Pokud je k dispozici dlouhodobé zmrazené sperma, mohou byt genové
rezervy dlouhodob¢ uchovavany a pouzivany. Dalsi kladny vyznam umélé inseminace
je v zamezeni Sifeni pohlavné pfenosnych chorob. Najde své uplatnéni i ve stddech, kde
je cilem zvysit frekvenci bahnéni nebo pro chovatele neni zddouci drzet berana.

Kvalita spermatu berant je ovlivnéna mnoha vlivy. Mezi vnitini vlivy patii
dédicnost, v€k nebo stres. Z vnéjSich vlivil ovliviluje kvalitu spermatu rocni obdobi,
vyziva a zpusob chovu, pfiprava na pfipoustéci sezénu, ale i prod€land onemocnéni
nebo ptitomnost stfevnich parazitii. Vng&jsi vlivy je schopen chovatel ovlivnit a mél by
berany kvalitné krmit, odCervovat a dopiat jim kvalitni pastvu, zejména pied
pfipoustécim obdobim. Dulezita je i pravidelna kontrola paznehtl. Jediné tak chovatel

dosahne kvalitniho dlouhovékého plemenika.



2 Cil prace

Cilem feSeni disertacni prace je urcCit faktory, které ovlivnuji kvalitu a ptezitelnost
spermatu malych piezvykavcil a ziskat uceleny piehled o kvalité¢ spermatu v rdmci
jednotlivych dil¢ich cilt prace. Ovéii se, zda je fotoperiodismus opravdu dilezitym
faktorem ovliviiyjici plodnost. Dale jak dynamicky se v pribéhu roku méni
vyhodnocované ukazatele spermatu, tedy ptedevSim koncentrace a motilita s jejimi
parametry pohybu. Denni doba odbéru spermatu je casto urCovana Casem potieby
inseminace bahnice. Kvalita spermatu béhem dne by méla byt konstantni a neméla by ji
ovlivilovat zvySena Cetnost odbéru. Na kvalitu spermatu by mohl mit vliv vék berana. V
feSeni se disertatni pradce zaméii na otazku, jaky ma vliv pouzivané fedidlo na
prezitelnost spermii. Kvalita spermatu beranii by se neméla zjiStovat pouze pred

ptipoustéci sezonou, ale méla by byt hodnocena 1 v jejim prabéhu.

Byly stanoveny dil¢i cile prace:

1) Odebrané vzorky zhodnotit metodou CASA, porovnat je a zjistit, ve kterém
ro¢nim obdobi je sperma nejkvalitnéjsi.

2) Posoudit dynamiku zmén motility a koncentrace spermatu v pribéhu jedné
pfipoustéci sezony.

3) Stanovit vliv Cetnosti odbéru a denni doby odbéru na koncentraci, motilitu i
morfologii spermii.

4) Porovnat kvalitu spermatu 2 a 3letych berani a vyhodnotit vliv véku berana na
kvalitu spermatu ve vSech jeho ukazatelich.

5) Urcit, jak ovlivituje pouzité fedidlo prezitelnost spermii a jak plsobi na

vyhodnocované ukazatele kvality spermatu.



3 Material a metodika

Do pokusu byli zafazeni 3 zdravi berani plemene Sumavska ovce narozeni v roce 2015.
Berani byli ustijeni na Ugelovém zafizeni Zemédélské fakulty Jihoteské univerzity
Ctyfi Dvory v Ceskych Bud&jovicich (48.9787925N, 14.4715064E). Ustajeni byli v
boxe o velikosti 20 m* s hlubokou podestylkou a adlibitnim piistupem k senu, vodé a
mineralnim doplikim.

Berani byli odebirani do umélé vaginy pro ovce a kozy od firmy Minitube
vétsiho typu (Romano a Christians, 2009). Bezprostiedné po odbéru byl v odbérové
bance stanoven objem ejakuldtu a poté bylo sperma umisténo na zahtivaci desku a
udrzovano pii teplot¢ 37 °C. Po odebrani vSech beranti (10 minut) bylo sperma
pfeneseno v polystyrenové krabici do laboratote JU v Ceskych Budg&jovicich. Sperma je
nejprve posouzeno makroskopicky. Pied vlastni analyzou byly vzorky spermatu
rozfedény predehfatym fyziologickym roztokem v poméru 1:100 a néasledn€ hodnoceny
prostfednictvim objektivni pocitacové metody CASA, jejim systémem Sperm Class
Analyzer (SCA). Soucasti tohoto systému je opticky mikroskop s fazovym kontrastem a
vyhtivanym stolkem (37 °C) s digitalni kamerou, ktera je zabudovana v mikroskopu pro
zachyceni obrazli a jejich ptfenosu do pocitace. Z vyhodnocovanych parametrii byl
sledovan objem ejakulatu (ml), koncentrace spermii (10%ml), motilita spermii s
jednotlivymi kinematickymi parametry a morfometrické parametry spermii.

Sperma beranti bylo odebirano od zati 2017 do tnora 2019 a v prubéhu tohoto
obdobi bylo sperma hodnoceno pro splnéni jednotlivych cili prace. Sezonni kvalita
spermatu byla zjiSténa v prubéhu roku 2018. Bylo vyhodnoceno celkem 36 vzorki
spermatu, kdy byly provedeny 3 odbéry v kazdém ro¢nim obdobi.

Pro zjisténi kvality spermatu v pribéhu pfipoustéci sezény bylo pouZzito 52
vzorkil z pfipoustéci sezony 2017 (zafi az prosinec 2017). V prubéhu této pripoustéci
sezony bylo pro vyhodnoceni kvality spermatu béhem dne od beranti ziskano celkem 48
vzorkll spermatu ve Ctyfech terminech odbéru v listopadu 2017. Sperma bylo odebirano
3x denné ve ¢tyrhodinovych intervalech.

Berani byli v pfipoustéci sezéné roku 2017 2 leti a v pfipoustéci sezéné roku
2018 byli 3 leti. Bylo porovnano celkem 60 vzork spermatu v odbérech od zafi do
listopadu v roce 2017 (30) a 2018 (30), aby bylo zjisténo, jestli je kvalita spermatu

zavisla na véku berana a méni se v obdobi jeho Zivota.



Ptezitelnost spermatu berand byla hodnocena v lednu a tnoru 2019. Berani byli
odebirani po dobu 5 tydna, kdy byl kazdy vzorek v laboratotfi rozdélen na 4 alikvoty a
kazda roziedéna jednim ze 4 riznych fedidel zahtatymi na 37 °C v poméru 1:100.
Prvnim pouzitym fedidlem byl fyziologicky roztok (David et al., 2015). Druhym bylo
mlécné fedidlo, ve kterém bylo pouzito mléko o tu¢nosti 0,5 % (11 g UHT 0,5 % miléka,
100 ml destilované vody zahtato na 95 °C po dobu 10 minut; Allai et al., 2017). Dalsi
tedidlo bylo na bazi mléka o 1,5 % tuku (11 g UHT 1,5 % mléka, 100 ml destilované
vody zahtato na 95 °C po dobu 10 minut; Allai et al., 2017). Poslednim pouzivanym
fedidlem byl AndroMed®, komer¢ni tfedidlo od firmy Minitube (Minitiib GmbH,
Tiefenbach, Némecko). Po ekvilibraci byly vzorky uchovavany v lednici o teploté 5 °C.
Celkem bylo ptipraveno 60 vzorkt a byly pravidelné hodnoceny 0, 12, 24, 36, 48 a 72
hodin po odbéru.

Makroskopické hodnoceni
Barva, konzistence, pach a obsah cizich pfimési bylo zhodnoceno smyslovym
posouzenim.
Mikroskopické hodnoceni
Stanoveni objemu spermatu

Objem spermatu byl zméfen pomoci kalibrované kadinky, s ptesnosti na 0,1 ml,
ktera se ohfeje na télesnou teplotu 37 °C.
Stanoveni koncentrace a motility spermii

Motilita spermii byla hodnocena pomoci modulu Sperm Class Analyzer®
Motility and concentration, kde byla stanovena motilita spermii spole¢n¢ s koncentraci
a jednotlivymi kinematickymi parametry. Vzorky byly zahtaty na teplotu 37 °C, z nichz
byly odpipetovany 3 pl do piedehifatého Leja sklicka (4komorové, hloubka 20
mikrontl). Pouzity mikroskop byl s nastavenim negativniho fazového kontrastu (Ph-) s
10x objektivem (100x zvétSeni) se zelenym filtrem. Vzdy bylo hodnoceno alespon 5
zornych poli, pficemZz v kazdém poli bylo cca 200 spermii. Analyzator z kazdého
zorného pole potidi 16 po sob¢ jdoucich fotografii s odstupem 0,64 s, rychlost sniméani
obrazu je jedné fotografie je 40 ms. Analyzator rozlisi podle kiivocaré rychlosti pohybu
(VCL) spermie na rychlé (>90 um/s), sttedn¢ rychlé¢ (45-90 um/s), pomalé (10—45
um/s) a statické. Spermie byly povazovany za progresivni pfi nejméné 75 % piimosti
(STR). U vzorkd spermatu byla méfena celkovd motilita (MOT, %), progresivni

motilita (PMOT, %), primérna rychlost (VAP, um/s), kiivoc€ara rychlost (VCL, um/s),
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pfimocara rychlost (VSL, pm/s). Ddle koeficienty ptfimosti (STR, VSL/VAP, %),
linearity (LIN, VSL/VCL, %) a kmitani (WOB, VAP/VCL, %). Nakonec byla
hodnocena amplituda bo¢niho posunu hlavicky (ALH, pum) a frekvence bocnich
oscilacnich pohybii hlavicky spermie (BCF, Hz).

Soucasné s hodnocenim motility byla objektivné stanovena také koncentrace

spermii v 10%ml.

Stanoveni morfometrickych parametrli spermii

Morfometrické parametry spermii byly hodnoceny modulem Sperm Class
Analyzer® Morphology. Pro hodnoceni byl nastaven mikroskop na zvétSeni 60x, s
prochézejicim svétlem a modrym filtrem. K roztéru vzorku bylo pouzito 20 ul spermatu,
které bylo po zaschnuti obarveno barvivem SpermBlue (Microptic SL). Obarveny
vzorek byl zafixovan Eukitt mounting media (Microptic SL) a ptekryt krycim sklickem.
Pro mikroskopické hodnoceni musel byt pouzit imerzni olej a bylo hodnoceno 100
nahodné vybranych spermii z kazdého vzorku. Z morfometrickych parametrti spermii
byla sledovana plocha hlavicky v pum® (head area), obvod hlavicky v pum (head
perimeter), délka hlavicky v um (head lenght), Sitka hlavicky v um (head width),
zploSténi hlavicky (head ellipticity), drsnost povrchu hlavicky (head rugosity),
prodlouzeni hlavicky (head elongation) a pravidelnost hlavicky (head regularity). Dale
byla sledovéna §itka stiedové ¢asti spermie (midpiece width, um), plocha stiedové ¢asti
(midpiece area, um?), uhel stiedové Casti (midpiece angle) a velikost akrozomu

(acrosome).

Vyhodnoceni sledovanych faktort

Vysledky byly zpracovany pomoci programti MS Office, Statistica a RStudio
(2021). Pro vyjadieni zakladnich statistickych charakteristik byl pouzit vybérovy
pramér, smérodatnd odchylka, minimalni a maximalni hodnota. Pritkaznost byla vzdy
hodnocena * v pfipadé¢ p-hodnoty <0,05, ** pro p-hodnota <0,01 a *** <0,001
(pozorovéna tendence se lisit) a - v piipad¢ p-hodnoty >0,05. Grafy byly zpracovany
pomoci programu Statistica a pomoci balicku corrplot pro korelogramy (Wei a Simko,
2021) a balicku ggplot2 (Wickham, 2016) pro zbyvajici grafické vystupy.

Sperma v pribéhu roku 2018 ménilo svou kvalitu, kterd byla statisticky
vyhodnocena jednocestnou analyzou variace, pfiCemz jako ndhodny faktor byl pouzit

beran. Déle bylo provedeno mnohonasobné porovnani dat Tukey HSD testem.
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Kvalita spermatu v prabéhu ptipoustéci sezony byla testovana pro normalni
rozdéleni cetnosti pomoci Kolmogorov-Smirnova testu. Rozdily mezi zjisténymi
hodnotami motility a koncentrace spermii byly hodnoceny pomoci ANOVY pro
opakovand méteni. Pomoci korelaéni a regresni analyzy byla hodnocena zavislost mezi
koncentraci spermatu a délkou svételného dne. Dale také zavislost mezi pohybovymi
charakteristikami spermii a délkou svételného dne.

Rozdily mezi zjisténymi hodnotami denni doby a ¢etnosti odbéru spermatu byly
hodnoceny pomoci ANOVY pro opakovand méteni a v ptipad€ rozdilu bylo nasledné
porovnani provedeno pomoci Tukeyova HSD testu.

Pro porovnani kvality spermatu 2 a 3letych beranl byly rozdily mezi zjiSténymi
hodnotami vyhodnoceny pomoci ANOVY s ndhodnym efektem.

VSechny péarové kombinace parametrii motility a kinematickych parametrii
motility spermii byly vyhodnoceny pomoci Pearsonovych korelacnich koeficientd
zvlast pro kazdé fedidlo. Dale byly jako proménna pouzity vybrané parametry motility
(MOT, PMOT) a kinematické parametry (VCL, VSL, VAP), které byly porovnany s
dobou skladovani, fedidlem a jejich vzajemnou interakci. Tyto parametry byly zvoleny
na zaklad¢ jejich prediktivni schopnosti fertility po umélé inseminaci (Santolaria et al.,
2015). Vztah pro VCL, VSL a VAP byl hodnocen pomoci Generalized Linear Mixed-
Effect Models (GLMM) v balicku /me4 (Bates et al., 2015) s rozdélenim chyb Gama,
logaritmickou linkovou funkci a vyznamnosti testovani pomoci chi-kvadrat testu. MOT
a PMOT byly analyzovany také pomoci GLMM v bali¢ku glmmTMB (Brooks et al.,
2017) umoznujicim pouziti beta rozd€leni chyb s funkci logit link proménné odezvy,
ktera je vhodné pro data omezend z obou koncii (v nasem ptipad¢ procenta). Ve vSech
analyzach GLMM byla individualita berana pouzita jako nahodny faktor.

Zavérem prace budou vysledky struén€¢ shrnuty a budou vypracovana

doporuceni pro chovatelskou praxi.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Ro¢ni obdobi
Kvalita spermatu berana, vzhledem k jejich sezonnosti, by se méla v pritbéhu roku
meénit, pficemZ nejkvalitngjsi sperma by mélo byt v pfipoustéci sezoné. Ze zjisténych
vysledkli odbérti v pribéhu roku vyplyva, ze nejvétsi objem spermatu je na podzim,
prumérné 2,06 ml (p <0,01). Na velmi vysoké hladin€é vyznamnosti p <0,001 byla
podzim 72,51 % a zaroven bylo v tomto obdobi nejvice imotilnich spermii 27,49 %.
Kinematické parametry byly nejprukaznéjsi u VCL, tedy kiivocaré rychlosti, ktera byla
nejvyssi na jafe 88,35 um/s a nejnizsi na podzim 47,64 pm/s. Déle u koeficientli pfimosti
LIN a kmitani WOB, kde byly hodnoty nejvyraznéjsi na podzim (52,53 a 60,95 %).
Z téchto vysledkli lze usuzovat, Ze na podzim stoupa objem i koncentrace
spermii (p <0,01), naopak klesd jejich motilita. Dle Gundogan et al. (2010) by méla
vy$si koncentrace spermii pozitivné ovliviiovat jejich motilitu, ale v praci Abadjieva et
al. (2014) rostla v ptipoustéci sezon€ motilita spolu s koncentraci spermii ve spermatu.
Kinematické parametry se na podzim zhorsuji, ale jejich koeficienty jsou ve srovnani s
ostatnimi ro¢nimi obdobimi nejlepsi. Na hladin€é vyznamnosti p <0,01 byla zjisténa
na podzim 32,36 um/s. Z toho se jevi, ze jsou spermie na jafe nejrychlejsi, ale je zde
mensi objem spermatu a jejich koncentrace je na jafe niz$i nez na podzim. Veskeré
vysledky primérnych hodnot a jejich hladina vyznamnosti za jednotliva obdobi jsou v
tabulce 1 a jsou totozné s vysledky jinych autort (Santolaria et al., 2015; Palacin et al.
2013). Roc¢ni obdobi nemé prokazatelné vliv na progresivni motilitu, VSL a BCF.
Motilita i morfologie spermii je ovliviiovana okolni teplotou plsobici na varlata,
ktera se piiblizuje v 1ét€ a v zime¢ k extrémim. Pii vykyvech teplot se motilita spermii
mize zhorSit aZ o 20 % a spermie vykazuji vice defektl (Shahat et al., 2021).
Karagiannidis et al. (2000) méli ve své praci nezavisle na plemeni beranli sperma
nejkvalitnéjsi na podzim. Ackoli je podzim bran jako obdobi pohlavni aktivity a sperma
by mélo byt nejkvalitnéjsi, jevi se jako kvalitni 1 v pribéhu celého roku. Dle Pool et al.
(2020) nemaji inseminacni davky vyrobené ze spermatu, které bylo odebirané mimo

pfipoustéci obdobi, niz8i kvalitu. Po cely rok jsou také zachovany veSkeré sexudlni
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reflexy samct (Nikolov et al., 2005) a je mozné ve stddech s intenzivnim chovem ovci

provadét 1 inseminaci ovci s dobrymi vysledky (Abecia et al., 2016).

Tabulka 1 Motilita spermii béhem jednotlivych ro¢nich obdobi

Jaro Léto Podzim Zima
Pramér Pramér Pramér Pramér hodnota  Pritkaznost
+SD +SD +SD tgp ~ Pprhodnota Trukaznos
1.5 161 2.06 1.5
. 9 b b b *
Objem, ml 047 031 028 £05 0,0289
Koncentrace, 56998 629485 814229 417147 . .
10%ml +1198,17 +3169.86 =+1970,66 +551,72 .
Celkové 9938 95,1 72,51 99,07 1 850.07 e
motilita, % + 1,05 +6,01 + 14,5 + 1,05
Progresivni 53,43 43,96 38,08 44,97 0.346
motilita, % +1087  +1557 +21,71  +15,78 :
Neprogresivni 43,73 51,14 34,43 54,1 0.041 N
motilita, % +13,37 +11,58 + 14,47 +15 ’
Imotllfn ) 0,62 49 27,49 0,93 1.85¢.07 .
spermie, % + 1,05 +6,01 + 14,5 + 1,05
88,35 61,56 47,64 79,51
9 b b b _ ***
VCL, pm/s L1418 +1572  +865 <1508 0806
27.16 33,22 28.36 23.69
VSL, pm/s +539 +£899  +1026  +345 0.1 -
49,3 39.15 32.36 4425
D ) s 9 sk
VAP, pm/s +8.54 +11,14 +939 +7.52 0,0081
30,86 43,97 52,53 30,17
0 ) s s s _ kokok
LIN, % +3,99 L1373 <1159 +345 203
55.02 51,44 60,95 53.81
0 b b b b *
STR, % +3,57 + 5,98 +9,51 +2,77 0,0301
55,87 63,03 69,79 55,93
0 b > > > _ kkck
WOB, % +3,72 +4.96 +644  +£37 2,482-06
3,94 2.9 2.2 3.86
b b b b _ ***
ALH, um +0,39 +0,65 +0,69 o044 136606
6.85 5.85 6,07 6,12
BCF, Hz +0,51 +0,93 +1,11 +0,59 0,113 -

V grafu 1 jsou zndzornéné vysledky za jednotliva rocni obdobi, kdy boxplot
pfedstavuje rozloZeni hodnot a linie uprostied naznaCuje median. Toto rozlozeni
odpovida vysledkiim v tabulce 1. Graf 2 predstavuje rozlozeni hodnot v prubéhu celého
roku a je zde ndzorné vidét, jak jednotlivé hodnoty pribézné klesaji a stoupaji.
Hodnotami je prolozena cara, ktera kopiruje pramér hodnot. Na uvedenych grafech je
praktické znazornéni dynamiky zmén koncentrace, motility a kinematickych parametra

v zavislosti na ro¢nich obdobich a v pribe&hu celého roku.
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Graf 1 Motilita a kinematické parametry v jednotlivych ro¢nich obdobi
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Pfi hodnoceni morfometrickych parametri nebyla zjisténd zadna vysoce
prikazna hladina vyznamnosti, viz tabulka 2. Na hladiné¢ vyznamnosti p <0,01 byla
Sitka 1 plocha hlavicky, jejichz hodnoty byly nejvétsi na jafe (5,1 um, 37,28 pm?),
sttedové ¢asti, které byly nejvétsi na podzim (36,65 um?, 0,95) a nejmensi v zimé (9,05
um?, 0,61). Statisticky pritkazna byla i velikost obvodu hlavicky (nejvétsi na jafe 24,08
um) a jeji prodlouzeni (0,28 v 1ét€, na podzim i1 v zim¢). Ostatni sledované parametry
nebyly statisticky prikazné, ale nejdelsi hlavicka byla na jafe 8,91 um. Na podzim méla
hlavicka nejvétsi zplosténi (1,79) a nejvetsi akrozom (56,69). Drsnost povrchu hlavicky
byla nejvyssi v 1ét€ (0,87), v 1ét€ 1 v zim& byla vétsi pravidelnost hlavicky (0,96), také v
letnim obdobi byla nejvétsi plocha stiedové &asti biciku 0,62 um?.

Morfologie spermii neni pfili§ ovliviiovana ro¢nim obdobim. Dle Abadjieva et
al. (2014) nebyl vliv pfipoustéci sezony na morfologii spermii zaznamenan, ale byla
zaznamenana pozitivni korelace mezi procentem normalnich spermii a jejich oplozeni
schopnosti. Tvar hlavicky spermii je dulezity pro jeji fertilizacni schopnost a je po cely
rok konstantni. Maroto-Morales et al. (2015) vyhodnotili vyrazné rozdily ve fertilizacni
schopnosti jednotlivych berantli, pfestoze primérné hodnoty velikosti hlavicek byly
podobné, nakonec berani s kratSi a zploSt€lou hlavickou méli nejlepsi ukazatele
plodnosti. Dle Ahmad et al. (2018) ro¢ni obdobi spiSe vyrazn¢ ovliviiuje mnozstvi
testosteronu, ktery je v nejvyssi koncentraci v 1ét¢ a stoupa az do podzimu, kdy jeho
mnozstvi v krvi za¢ne opét klesat. S klesajici hladinou testosteronu stoupa membranova
integrita a zvySuje se akrozomova reakce. Beracochea et al. (2020) dodavaji, ze pravé
testosteron hraje dulezitou roli v sexualnim libidu, a jeho sekreci Ize zvysit napiiklad
aplikaci eCG (koiiského sérového gonadotropinu), ale na kvalité spermatu v prib&hu
roku se podili minimalné.

Na kvalitu spermii ptisobi jako jeden z nejvétSich faktort piredev§im zdravotni
stav, kdy silné infekty ovliviiuji cely organismus. Infekce a parazitdrni onemocnéni
beranli je vyraznym problémem, protoze zde klesd objem spermatu, jeho motilita a
dva mésice po zavleceni ndkazy, kdy dochdzi k abnormalitam na vSech Casti spermie.
Problematické jsou napiiklad infekce parazity Trypanosoma evansi a dal§imi zastupci

rodu Trypanosoma (Ogundele et al., 2016).
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Tabulka 2 Morfometrické parametry spermii v jednotlivych ro¢nich obdobi

Jaro Léto  Podzim Zima
Pramér Primér  Primér  Primér hodnota Prik )
+SD +SD +SD +SD p-hodnota Prikaznos
, . 8,89 8,88 8,64 0,83
Délka hlavicky, um 024 102 1027 1015 0,106 -
g 5,1 4,93 4,84 4,93
Iy s v s s s H %3k
Sitka hlavicky, um £0.16 L 0.11 £ 0.14 10,08 0,00292
37,28 35,03 34,46 35,67
.y 2 ) ) ’ b sksk
Plocha hlavicky, pm 198 059 Lo L 0,00688
24,08 23,66 23,19 23,69
v b b b 9 *
Obvod hlavicky, pm 10,65 1036 0.6 1037 0,0265
v . 1,75 1,77 1,79 1,78
Zplosténi hlavicky 0,04 0,04 £ 0.02 10,03 0,0584 -
0,27 0,28 0,28 0,28
~ r v 9 9 9 b *
Prodlouzeni hlavicky 0,01 0,01 0,01 0,01 0,0177
Drsnost povrchu 0,81 0,87 0,8 0,86 0.562
hlavicky +0,01 +0,19 + 0,01 +0,13 ’
. . 0,95 0,96 0,95 0,96
Pravidelnost hlavicky 0,01 0,01 0,00 0,01 0,182 -
Sitka stfedové ¢asti, 0,47 0,62 0,55 0,48 0.24
um +0,12 +0,22 + 0,08 +0,18 ’
Plocha stiedové Casti 26,78 27,26 36,65 9,05
og a stiedové Casti, , , , , 0.00351 o
um + 21,27 +8,57 +13,31 + 8,79
Zauhleni sttedové 0,81 0,89 0,95 0,61
) ’ ’ > sk
dasti +0,25 +0,16 +0,19 +0,17 0,00786
56,93 56,95 56,69 56,47
Akrozom 1056  £058 +071 +o073 08 )

V grafu 3 je ptehledné boxploty zndzornéno rozlozeni hodnot v jednotlivych

ro¢nich obdobi a nasledné je v grafu 4 dynamika zmén tvaru spermii v pribéhu celého

roku.
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Graf 3 Grafické znazornéni rozlozeni hodnot morfologie spermii v jednotlivych rocnich

obdobi
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4.2 Kvalita spermatu v prubéhu pripoustéci sezony
Kvalita spermatu by se v prabchu piipoustéci sezony meénit neméla a vSechny dosazené
hodnoty zakladnich parametrii spermatu spliuji pozadavky dle Loudy et al. (2001) a
jsou i v souladu s vysledky autorG Abadjieva et al. (2014), Valeanu et al. (2015),
Palacin et al. (2013) nebo Ibanescu et al. (2016). Primérné hodnoty, jejich smérodatna
odchylka, minimum a maximum hodnocenych charakteristik jsou uvedené v tabulce 3.
U ziskanych vzorka spermatu byly zjistény nasledujici primérné hodnoty —
objem ejakulatu 1,91 ml, koncentrace spermii 3589,12x10°ml, celkova motilita spermii
96,94 %, progresivni motilita spermii 47,97 %, neprogresivni motilita spermii 48,97 %
a 3,06 imotilnich spermii. Je zde patrné, ze bylo v prab&hu celé piipoustéci vysoké
procento motilnich spermii. Motilita spermii byla charakterizovana jednotlivymi
kinematickymi parametry, jejichz prumérné hodnoty byly nasledujici: kiivocara
rychlost (VCL) 80,26 um/s, pfimocara rychlost (VSL) 25,80 um/s, pramérna rychlost
(VAP) 46,42 um/s, linearita (LIN) 33,06 %, piimost (STR) 55,84 %, mira kmitani
(WOB) 57,69 %, amplituda bo¢niho posunu hlavicky (ALH) 3,98 um, frekvence
bocnich oscilacnich pohybi hlavicky spermie kolem primérné drahy (BCF) 5,79 Hz.

Tabulka 3 Popisné statistiky motility a jejich kinematickych parametra

Primeér + SD Rozpéti (Min — Max)
Objem, ml 1,91 £ 0,33 1,00 -2,5
Koncentrace, 10°/ml 3 589,12 + 820,95 1 931,9 —4954,54
Celkova motilita, % 96,94 £ 5,23 79,97 — 100
Progresivni motilita, % 47,97 £24,11 6,90 — 90,57
Neprogresivni motilita, % 48,97 £21,22 9,06 — 80,26
Imotilni spermie, % 3,06+ 5,28 0,00 — 20,03
VCL, um/s 80,26 £ 23,65 36,57 — 121,68
VSL, um/s 25,80+ 6,16 11,29 -37,16
VAP, pm/s 46,42 + 11,46 20,92 — 66,76
LIN, % 33,06 £5,53 25,03 — 51,65
STR, % 55,84+ 4,24 49,52 - 70,17
WOB, % 57,69 + 8,97 6,82 — 73,61
ALH, um 3,98 £ 0,75 2,45 -5,49
BCF, Hz 5,79 £ 0,73 3,82-7,11
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Zjisténé hodnoty byly testovany v jejich zavislosti na délce svételného dne. Se
zkracovanim svételného dne nastava u bahnic fije, ptichézi ptipoustéci obdobi a berani
by méli mit sperma nejkvalitnéjsi. Sarlos et al. (2013) tvrdi, Ze u plemene racka s
délkou svételného dne pozitivné koreluje obvod Sourku. V této praci byla zjisténa
pozitivni korelace délky svételného dne s progresivni motilitou (PMOT 0,46),
neprogresivni motilitou (NPMOT 0,46), VCL (0,39), VSL (0,33), VAP (0,34) a ALH
(0,63). Negativni korelace byla zjiSténa mezi délkou svétla a koncentraci spermii v
ejakulatu (-0,61) a BCF (-0,34). Zjisténé hodnoty jsou uvedené v tabulce 4 a na hlading

vyznamnosti p <0,05.

Tabulka 4 Korelacni koeficienty mezi délkou svételného dne a hodnotami motility
spermii

Koncen. PMOT NPMOT VCL VSL VAP ALH BCF
Délka -0,61 0,46 0,46 0,39 0,33 0,34 0,63 -0,34

dne

Déle byly porovndny parametry motility v zévislosti s délkou svételného dne,
které byly v grafu 5 testovany. Koncem fijna klesa délka denniho svétla pod 10 h, s
¢imz klesaji i primérné hodnoty progresivni motility. Zaroven s tim stoupaji hodnoty
neprogresivni motility. Hodnoty imotilnich spermii jsou na stale stejné urovni, takze
celkova motilita spermii se po celou dobu sledovani neméni, vzniké rozdil pouze mezi
progresivni a neprogresivni motilitou. Tento jev byl statisticky vysoce prikazny (p
<0,01). Kafi et al. (2004) vyhodnotili nejlepsi hodnoty motility u karakulské ovce v
podzimnim obdobi. Dle Abadjieva et al. (2014) byla motilita spermii v piipoustéci
sezOné vyrazné vyssi nez jeden mésic pied piipoustéci sezénou. V samotné piipoustéci
sezoné se vyrazné zlepSily jednotlivé kinematické parametry motility spermii. Sarlos et
al. (2013) vyhodnotili nejvyssi hodnoty motility v 1ét¢, tedy v obdobi nejdelSich
svételnych dnii. Dale se vlivu rocniho obdobi na motilitu zabyvali Mandiki et al. (1998),
ktefi mezi tim neshledali zéavislost. Benmoula et al. (2017) nezaznamenali u
syntetického plemene INRA180 rozdil v celkové motilité, ale progresivni motilita byla
vyssi v 1ét€ a v zimé€. Toto vyslechténé plemeno produkuje sperma s vysokou kvalitou
po cely rok.

Jednotlivé kinematické parametry VCL, VSL a VAP se v prubchu piipoustéci

sezény neméni, pouze VCL klesa, ale zména neni statisticky prikazna, viz graf 6.
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Pestoze progresivni motilita v prib&hu pfipoustéci sezony klesa, pohyb spermii je stale

stejny.

Graf 6 Primérné hodnoty motility spermii v zavislosti na délce svételného dne
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Délka svétla ma vliv 1 na koncentraci spermii ve spermatu, ackoli se objem
spermatu moc neméni. Ke zvyseni koncentrace dochéazi od konce fijna, kdy klesne doba
svétla za den pod 10 h. V grafu 7 je tedy vidét podobny jev, jako v grafu 5 s velmi
vysoce prukaznym statistickym rozdilem na hladiné¢ vyznamnosti p <0,01. Ve studii
Abadjieva et al. (2014) byla koncentrace spermii mésic pred pfipoustéci vyrazné nizsi
nez v pripoustéci sezon¢ a zaroven porovnavala kvalitu spermatu pii vyuziti metody
dvou ejakulaci po sobé&, kdy byla sledovana vyssi koncentrace spermii ve spermatu u
druhého nez u prvniho odbéru. Koncentraci spermii Kafi et al. (2004) zaznamenali
nejvyssi v zimég, kdy byla 4 778x10%ml a v tomto obdobi je podil svétla nejmensi. Na
podzim byla koncentrace spermii 4 570x10%ml. Sarlds et al. (2013) vyhodnotili nejvétsi
objem ejakulatu na podzim soucasné s nejvySsi koncentraci spermii v 1été, nejvyssi
celkovy pocet spermii byl na podzim (5 220x10%ml). V porovnani s uvedenou
literaturou se zjiSténé hodnoty pfiliS neli$i a je u nich také zaznamenana nejvyssi

koncentrace na podzim a s koncem piipoustéci sezony, kdy je délka svétla kratsi.

Graf 7 Koncentrace spermii ve spermatu v zavislosti na délce svételného dne
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Vzhledem k tomu, ze spermie z morfologického hlediska témét nereaguji na

zménu rocniho obdobi, neni predpokladano, Ze by reagovaly v rdmci ptipoustéci sezony

a zaznamenaly zkracovani se svételného dne. V tabulce 5 jsou uvedené priamérné

hodnoty morfometrickych parametrt spermii za sledovanou pfipoustéci sezonu.

Tabulka 5 Primérné morfometrické parametry spermii v ptipoustéci sezone

Délka hlavicky, um

Siika hlavicky, pm
Plocha hlavi¢ky, pm?
Obvod hlavicky, pm
Zplosténi hlavicky
Prodlouzeni hlavicky
Drsnost povrchu hlavicky
Pravidelnost hlavicky
Siika stiedové ¢asti, pm
Plocha stfedové Casti, pm
Zauhleni sttedové ¢asti
Akrozom

2

Primér + SD
8,79 + 0,64
4,92 +£0,37
37,26 = 4,84
22,61 £2,6
1,78 £ 0,04
0,29 £ 0,04
0,95+ 0,24
0,92 £ 0,06

0,7+0,21
21,47 £16,1
1,31 £0,53
56,49 + 0,53
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4.3 Kvalita spermatu béhem dne
Vsechny parametry ziskaného ejakulatu mély fyziologické hodnoty kvalitniho spermatu
vhodné pro pouziti berana v plemenitb¢, viz Louda et al. (2001). Motilita spermatu v
této praci byla >93 %, objem spermatu byl >1,6 ml a koncentrace spermii byla >3
600x10°/ml. Vzhledem k vyuzivani berant k pfipousténi v pritbéhu celého dne a nékdy
vicekrat za den, byli odebirani pravidelné 3x za den v 8, 12 a 16 hodin.

Z tabulky 6 je zfejmé, Zze v 8 h byly nejlepsi hodnoty u motility spermii (96,08
%), objemu spermatu (1,81 ml). Koncentrace spermii v ejakulatu byla nejvétsi ve 12 h
(3 796,96x10°ml). V 16 h pak byly nejlepsi hodnoty progresivni motility (32,57 %).
VétSina z kinematickych parametrti motility spermatu méla nejlep$i hodnoty v 8 h —
VCL (65,72 um/s), VSL (24,05 um/s), VAP (41,48 um/s), WOB (63,8 %), ALH (3,33
pm). V 16 h byly nejvétsi hodnoty LIN (37,5 %), STR (58,65 %), BCF (6,11 Hz). U
zadné z téchto charakteristik spermatu nebyla zjiSténa statisticky prukazna zavislost s
viceCetnym odbérem béhem dne. Motilita v této praci byla vyssi nez v praci Peker
Akalin et al. (2016). Hodnoty motility spermii jsou v souladu dle Da Silva Maia et al.
(2009), Allai et al. (2017) a Kasimanickam et al. (2011).

Tabulka 6 Primérné hodnoty motility a kinematickych parametrli spermii a jejich
zavislost na denni dobu odbéru

Proménna 8 hodin 12 hodin 16 hodin p-hodnota prikaznost
Objem, ml 1,81 +0,09 1,70 £ 0,08 1,64 + 0,08 0,217 -
Koncentrace, 3746,66 + 3796,96 + 3697,32 +

10%/ml 142,92 180,88 184,29 0,825 -
Motilita, % 96,08 + 1,43 95,16 + 1,91 93,66 + 2,35 0,525 -
Progresivni

motilita. % 32,31 +4,15 31,75+4,48  32,57+4,73 0,988 -
VCL, um/s 65,72 + 4,44 64,29+487  65,11£5,35 0,968 -
VSL, pm/s 24,05+ 1,33 23,76 + 1,94 23,4+1,19 0,955 -
VAP, um/s 41,48 +2,38 40,52 +3,07 40,61 +2,71 0,954 -
LIN, % 37,27 +1,33 37,15+ 1,25 37,5 1,45 0,978 -
STR, % 58,19+ 1,10 58,55+1,10 58,65+ 1,23 0,893 -
WOB, % 63,80 + 1,06 63,20 + 1,01 63,59+ 1,19 0,897 -
ALH, pm 3,33+£0,11 3,32+0,1 327+0,16 0,874 -
BCF, Hz 5,88 +£0,14 598 +£0,16 6,11 +£0,11 0,341 -
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V ptipadé morfologie spermii je statisticky priikaznd zavislost s dobou odbéru a
plochou stiedové &asti, ktera byla nejvétsi v 16 h (14,84 um?, p <0,05). Ostatni hodnoty
morfologickych parametrii spermii byly statisticky nepritkazné. V 8 h byly nejvétsi
hodnoty u obvodu hlavicky (23,9 um), zplosténi hlavicky (1,8), zathleni sttedové Casti
(1,03) a velikost akrozomu (56,76). Ve 12 h byla nejvétsi délka hlavicky (9,00 pm),
Sitka hlavicky (4,99 um), plocha hlavicky (36,73 pm?), drsnost povrchu hlavicky (0,88),
Sitka stfedové ¢asti (0,68). V 16 h byla nejvétsi hodnota prodlouzeni hlavicky (0,29).
Stale stejna hodnota byla v pfipadé pravidelnosti hlavi¢ky (0,95). Hodnoty morfologie
spermii jsou shodné s Maroto-Morales et al. (2010) nebo Bravo et al. (2014).

Ze zjisténych hodnot vyplyva, Ze na vétSinu ukazateltl kvality spermatu nema
doba odbéru vliv. Statisticky prikazny rozdil byl pouze u plochy stfedové ¢asti spermie,

viz tabulka 7.

Tabulka 7 Primérné¢ hodnoty morfologie spermii a jejich zavislost na denni dobu
odbéru

Proménna 8 hodin 12 hodin 16 hodin p-hodnota prikaznost
Délka hlavicky, pm 8,06 £ 0,04  9,00£0,09  8,94+0,06 0,691 -
Sitka hlavicky, um 4,98 +0,02  499+0,03  496+0,03 0,669 -
Plocha hlavick
mﬁf 8 Wavieky, 36,71 £028 3673+044 3639+039 0,682 _
Obvod hlavicky, um ~ 23,9+0,1  23,89+0,15 23.83+0,14 0,823 ]
Zplodténi hlavicky ~ 1,8+0,01 1,790,010  1,79+0,0 0379 ]
ProdouZeni 0284000 028+000 0294000 0271
hlavicky -
Drsnost povrchu 0.83£0,03 0,88+005 085+003 0,583
hlavicky -
Pravidelnost

- 0,95+0,00 095+000 095+£0,00 0435
hlavicky -
Siika stiedové ¢asti,
- 0,62+£0,04  0,68+007 0,62+ 0,04 0,6
Plocha stredove 841+ 1,64 567105 1484+388 0,018 .
casti, pm
?:S‘i?lem stledové ) (31005 1014008  093£005 0359
Akrozom 56,76 £0,12  56,61+0,12 5633+0,14 0,079 ;
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4.4 VEK berana

Primérné hodnoty objemu, koncentrace, motility a jejich kinematickych parametrii a
morfologie spermii jsou zobrazené v tabulce 8. Objem spermatu v porovnani 2 a 3letych
beranti byl vyssi u 2letych, 1,97 + 0,26 vs. 1,9 = 0,3. Koncentrace 2letych berant byla 3
405,38x10%ml + 846,72 oproti 3letym 11 477,91x10%ml % + 6 208,91. Tato hodnota je
statisticky velmi vysoce pritkazna (p <0,001).

V této praci byla celkovd motilita 2letych berand 96,8 % + 4,42, u 3letych
berani 81,5 % + 17,39. Je zde statisticky velmi vysoka priikaznost, Ze mladsi berani
maji celkovou motilitu spermii lepsi (p <0,001). I progresivni motilita byla nepatrné
vy$$i u 2letych berand, 46,18 % + 22,92 vs 41,62 % =+ 26,12 u 3letych, ale ta nebyla
statisticky potvrzena (p 0,484). Neprogresivni motilita 2letych byla 50,62 % + 20,89, u
3letych 39,88 % = 17,11 (p <0,05).

Kinematické parametry motility spermii jsou u 2letych beranti vy$si u hodnot
kiivocara rychlost (VCL, p <0,05), praimérna rychlost (VAP, statisticky nepriikazné),
amplituda boc¢niho posunu hlavicky (ALH, p <0,001). U 3letych beranli jsou vyssi
hodnoty v ptipad¢ ptfimocaré rychlosti (VSL, statisticky neprikazné), linearity (LIN, p
<0,001), ptimosti (STR, p <0,001), kmitani (WOB, p <0,001) a frekvence oscilacnich
pohybt hlavicky spermie kolem pramérné drahy (BCF, p <0,01).

Hodnoty morfologicky normalnich a abnormadlnich spermii jsou statisticky
neprikazné. Nejvétsi hodnoty morfologie spermii u 2letych berani byla u téchto
parametri — délka hlavicky (statisticky neprtikazné), Sitka hlavicky (statisticky
neprikazné), plocha hlavicky (p <0,01), drsnost povrchu hlavicky (p <0,05), Sitka
sttedové Casti (p <0,01), thel stiedové casti (p <0,01). U 3letych berant byly nejlepsi
parametry u obvodu hlavicky (p <0,05), pravidelnosti hlavicky (p <0,01), plochy
sttedové casti (p <0,001) a velikosti akrozomu (p <0,01). Stejné hodnoty byly u 2 a
3letych berantli u parametrti zplosténi a prodlouzeni hlavicky.

Dle Loudy et al. (2001) by mélo byt ve spermatu minimdlné¢ 70 % aktivnich
spermii. Tyto piedpoklady spliuji i prace, ve kterych jsou hodnoceni berani ve véku 3-4
roky Shi et al. (2020), Flores-Gil et al. (2021) i1 2-3 leti berani v praci Pool et al. (2020).
Ve vSech téchto pracich je motilita spermatu > 80 %. Dle Marti et al. (2011) je
morfologie spermii vyznamnym indikatorem plodnosti. V jejich studii m¢li starsi berani
vy$8i koncentraci spermii v ml (ro¢ni berani 2 477,50 x10%ml + 12,58 a 4 434,58
x10%ml + 724,1 star$i berani), ale morfometrické parametry hlavicek spermii byly

mensi. Motilitu spermii méli vyznamné vyssi starsi berani 72,08 % + 4,59 vs mladsi
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berani 62,08 % =+ 2,09. V grafech 8, 9 a 10 je znazornéno statistické porovnani

koncentrace, motility a morfologie spermii, kdy je piehledné zobrazené rozloZeni

hodnoty jednotlivymi boxploty.

Tabulka 8 Porovnani vyhodnoceni motility a morfologie v pfipoustécich sezonach 2017

a2018

Proménna 2017 2018 p-hodnota  pritkaznost
Koncentrace, 3405,38 + 1147791 +6

10° spz/ml 846,72 208,91 4,98 % ook
Celkova motilita, % 96,8 + 4,42 81,5+17,39 2,81¢e% ok
Neprogresivni motilita, % 50,62 £20,89 39,88 £17,11 0,371 *
Progresivni motilita, % 46,18 £22,92 41,62 +26,12 0,484 -
VCL, um/s 77,63 £22,17 63,32 +25,91 0,0282 *
VSL, um/s 25,96 £6,29 31,11+ 15,16 0,0979 -
VAP, um/s 45,76 £ 11,25 44,52 +20,34 0,775 -
LIN, % 34,15+5,79 46,48 +7,57 4,59 ¢ ok
STR, % 56,87 £4,59 66,01 £5,74 1,3e® ok
WOB, % 59,68 £5,3 68,09 + 6,66 2,07 % ook
ALH, pm 3,98 +£0,75 2,87+0,9 4,97 % ook
BCF, Hz 5,62 +0,76 7,58 £3,11 0,00186 ok
Normalni spermie, % 56,44 £ 16,44 54,09 +9,81 0,515 -
Abnormalni spermie, % 43,56 £16,44 45,91 +9,81 0,515 -
Délka hlavicky, um 8,93 +£0,25 8,83 £0,3 0,196 -
Siika hlavi¢ky, pm 498+0,13  493+0,18 0,311 -
Plocha hlavi¢ky, pm? 38,34 +£3,68 35,82+2,32 0,00298 HH
Obvod hlavicky, pm 22,83+1,71 23,63+0,74 0,0251 *
Zplosténi hlavicky 1,78 £ 0,05 1,78 £ 0,03 0,946 -
Prodlouzeni hlavicky 0,28 £0,01 0,28 £0,01 0,426 -
Drsnost povrchu hlavicky 0,97 £ 0,24 0,84 +0,13 0,0112 *
Pravidelnost hlavicky 0,92+ 0,06 0,95+0,01 0,00218 ko
Siika stiedové ¢asti, um 0,74 £0,23 0,59 +£0,16 0,00641 HH
Plocha stfedové ¢asti, um> 15,83 £ 11,37 33,63 + 13,61 1,3 sokk
Zauhleni stiedové ¢asti 1,33+ 0,58 1+£0,2 0,00492 ok
Akrozom 56,4 + 0,53 56,88 +£ 0,62 0,00267 ok
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Graf 8 Porovnéani koncentrace spermii ve spermatu mezi roky 2017 a 2018
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Graf 9 Grafické porovnani motility a kinematickych parametrti spermii mezi roky 2017

a2018
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Graf 10 Grafické porovnani morfometrickych parametri spermii mezi roky 2017 a 2018
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4.5 Redidlo a pieZitelnost spermii

Pro zjisténi kvality tedidel a prezitelnosti spermatu v nich byla pouZita 4 tedidla —
fyziologicky roztok, mlééné fedidlo s 0,5 % tuku (Allai et al., 2017), mlé¢né tedidlo s
1,5 % tuku (Allai et al., 2017) a komerc¢ni fedidlo AndroMed®. Ze zjisténych vysledkl
vyplyva, ze fyziologicky roztok mé pozitivni korelaci se vSemi parametry motility a
jejimi kinematickymi parametry, podobné jako u fedidla s 1,5 % tuku, viz graf 11.
Naopak mlééné fedidlo s 0,5 % tuku a AndroMed® $patné koreluji s koncentraci spermii
ve spermatu, a dokonce mezi koncentraci a ALH v fedidle AndroMed® byla prokéazana

negativni korelace.

Graf 11 Korelogram vztahti mezi parametry motility spermatu a pouzitymi fedidly
Fyziologicky roztok MR 0,5 % tuku
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Vysvétlivky: MR = M1ééné fedidlo

Barva v jednotlivych poli v grafu odpovida sile korelace vyjadiené vyznamnymi Pearsonovymi
korelaénimi koeficienty, zatimco bilé pole ukazuje nulovy korelacni koeficient a Cervené
negativni korelaci.
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Redidlo ovliviiuje parametry motility spermatu pozitivné a jeho kvalita dokaze
zajistit dobrou motilitu spermii 1 po 72 hodindch po odbéru. Primérné hodnoty a
smérodatnou odchylku parametrii motility a kinematickych parametrii po dobu
skladovani 0, 12, 24, 36, 48 a 72 hodin pro fyziologicky roztok, 0,5 % tu¢né mléko, 1,5
% tuéné mléko a AndroMed® jsou uvedeny v tabulce 9.

V tabulce 10 a grafu 12 je vyhodnocen vliv doby skladovani a typu fedidla na
vybrané parametry motility spermii — celkovd motilita (MOT), progresivni motilita
(PMOT), kiivocara rychlost (VCL), pfimocard rychlost (VSL) a priimérna rychlost
spermii (VAP). Statisticky vysoce prikaznd interakce mezi dobou skladovani a
fedidlem u progresivni motility a vSech spocitanych rychlosti spermii. Rychlost poklesu
kvality spermatu se u jednotlivych fedidel lisi. PredevSim je piekvapenim kvalita
spermatu po natfedéni fyziologickym roztokem, ktery mél kinematické parametry
motility spermii nejlepsi (Graf 12; ¢, d, e). Zaroven je fyziologicky roztok vhodny pro
pouziti k inseminaci do 24-36 h po odbéru, protoze po tuto dobu jsou kvalitativni
parametry stale dobré. Dle o&ekavani byla kvalita spermatu s fedidlem AndroMed®
postupné mirné klesajici po celou dobu skladovani. Motilita spermatu byla témét 60 % i
po 72 hodinach skladovéni, oproti ostatnim fedidlim, kdy se jejich kvalita zhorSuje
rychleji (Graf 12; a,b). Mlécna tedidla s 0,5 % tuku a 1,5 % tuku meély horsi
kinematické parametry spermii, celkové kvalita spermatu nebyla dle hodnoceni dobra.

Vysledné primérné parametry koncentrace, motility a kinematickych parametra
motility spermii byly srovnatelné s jinymi pracemi (Zhao et al., 2017; Marti et al., 2011;
Flores-Gil et al.,, 2021). Dle Allai et al. (2017) je jednozna¢né, ze vysledky
dlouhodobého skladovani spermii budou ukazovat na jejich zhorSujici se kvalitu.
Motilitu spermatu Ize zvysit pouzitim mléénych fedidel s vy$S§im obsahem tuku, napf.
Santolaria et al. (2015) pouzili mlécné fedidlo s 0,7 % tuku stejné jako Ydaniz et al.
(2005) a jejich primérné hodnoty motility jsou vys$si nez v této praci. Zde méla mlécna
fedidla niz§i hodnoty motility a kinematickych parametrti nez fyziologicky roztok a
AndroMed®. V ramci porovnani mléénych fedidel, mélo fedidlo s 0,5 % tuku lepsi
motilitu nez fedidlo s 1,5 % tuku. Vys8i pozitivni korelace parametri motility u
jednotlivych fedidel mélo fedidlo s 1,5 % tuku nez s 0,5 % tuku. Dle Paulenz et al.
(2003) mlécna fedidla vykazuji o 10 % lepsi oplozovaci schopnost nez fedidla na bazi
vajeného zloutku, pfestoZe v praci Paulenz et al. (2002) vykazuji fedidla s vaje¢nym
zloutkem vy$§i hodnoty motility po dobu skladovani 30 hodin pii 5 °C. Vyssi

oplozovaci schopnost mlécného fedidla by mohla znamenat, zZe sperma v mlécném
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fedidle 1épe snaSi manipulaci s insemina¢ni davkou, ke které v pribéhu inseminace
dochazi. Piestoze bylo k vyrobé¢ fedidel pouzito UHT mléko, maji mit spermie dobrou
oplozovaci schopnost a 1 po 48 hodinach skladovéani dostateCnou kinetickou silu, aby
prekonaly cervikalni bariéru pro umélou inseminaci (Galarza et al., 2019). Redidlo
AndroMed® ma v této praci nejlepsi parametry motility a kinematickych parametra i po
72 hodinéch. Kinematické parametry ithned po odbéru mél nejvyssi fyziologicky roztok,
ale parametr VCL mé omezenou predikovatelnost pro oplozeni schopnost (Santolaria et
al., 2015). Celkova fertilizacni schopnost spermii je ovlivnéna kombinaci faktorti véetné
motility a kinematickych parametrii rychlosti (Marti et al., 2003). Kvalita spermatu
skladovaného déle nez 3 dny pii1 4 °C vyznamné klesa (Gundogan et al., 2010; O"Hara
et al., 2010; Falchi et al., 2018). To je zpisobeno metabolickou aktivitou spermii, ktera
meéni pH spermatu, protoZe spermie se intoxikuji a ztraci membranovou integritu, ¢imz
je snizena pohyblivost spermii a dochazi az ke ztraté fertility v disledku reaktivnich
forem kysliku béhem aerobni inkubace (Yaniz et al., 2008). Do tedidel 1ze ptidat rizné
podptirné latky na zajisténi delsi doby preziti, napt. nanocastice CeO, (Falchi et al.,

2016), glutathion (Shi et al., 2020).
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Tabulka 9 Hodnoty ukazateli motility (£ SD) v jednotlivych fedidlech po celou dobu

pozorovani
0 hodin 12 hodin
Parametr Fyziol. MR 0.5 % MR 1.5% AndroMed Fyziol. roztok MR 0.5 % MR 1.5 % AndroMed
roztok
MOT (%) 84.79+7.46 55.99 +5.04 70.36 +4.57 87.45+1.92 81.1+8.28 50.32+8.42 60.33+1.8 82.63+1.09
PMOT (%) 43.59+5.76 6.43 +£4.04 19.45 +8.09 47.14 £5.23 33.88+10.74 5.4+1.55 16.43+5.3 36.64+4.6
VCL (um/s) 108.15 + 31.58 +6.41 49.14 +8.94 90.59 +6.42 77.66 + 16.58 31.07 £0.97 47.59 £9.99 84.66 +5.06
10.9
VSL (um/s) 37.51+3.55 11.48+0.9 15.58 +3.18 27.78 £ 4.06 23.69+5.25 8.01+0.07 13.97 £2.42 29.8+3.58
VAP (um/s) 57.47 £4.67 20.49+1.27 28.27 £5.55 50.28 +4.94 42.47 £10.07 15.89+0.63 26.64 +4.93 47.41+4.34
24 hodin 36 hodin
Parametr Fyziol. MR 0.5 % MR 1.5% AndroMed Fyziol. roztok MR 0.5 % MR1.5% AndroMed
roztok
MOT (%) 70.4+5.1 45+7.53 55.35+11.83 75.54 +6.13 50.19 +9.98 39.22+6.43 49.44 + 6.64 65.77 +£10.81
PMOT (%) 21.52+3.64 3.71+1.13 9.93 +5.67 32.38+6.04 9.43 +4.02 2.98+1.24 4.13+0.8 28.55+4.92
VCL (um/s) 55.19 +5.32 27.55+3.28 36.25+9.03 73.93 +10.83 39.1+6.06 27.39+1.54 29.1+2.2 71.27 +10.98
VSL (um/s) 15.9+3.27 6.56 £ 0.74 10.87 +2.85 24.49 +4.52 89+2.26 6.14 £ 0.42 7.64 £0.93 24.33+1.61
VAP (um/s) 28.29 +3.55 13.1+1.64 19.84 +5.98 39.89+7.62 17.8 +3.59 13.29+1.29 15.52+1.7 38.71+6.98
48 hodin 72 hodin
Parametr Fyziol. MR 0.5 % MR 1.5 % AndroMed Fyziol. roztok MR 0.5 % MR1.5% AndroMed
roztok
MOT (%) 49.76 £5.17 38.78 +2.31 42.97 £1.37 62.64 + 13.06 4474 +£4.43 32.57 +6.87 32.16 +3.83 59.36 + 12.37
PMOT (%) 7.93+6.21 2.45+0.43 2.58+0.11 23.55+6.52 3.34+2.07 2.05+1.21 2.53+1.29 21.96 +3.58
VCL (um/s) 36.13+8.33 254+1.34 24.3+0.44 66.84 +11.83 26.04 +5.55 24.8+4.4 17.94 £ 0.63 64.54+9.7
VSL (um/s) 7.27 £3.79 6.16 £ 0.34 5.97+0.2 20.46 +2.59 5.23+1.73 4.69+1.48 4.46 +0.83 19.14+1.51
VAP (um/s) 16.3 +6.35 12.77+£0.9 12.27 +14.6 35.33+7.21 13.1+3.02 11.11+2.04 9.52+1.19 32.41+4.03

Tabulka 10 Interakce mezi dobou skladovani a fedidla a jejich vztah na motilitu

spermatu
Doba skladovani Redidlo Doba skladovéani * Redidlo
Xs P X P X5 P

MOT 42,65 <0,001 85,80 <0,001 27,64 0,024
PMOT 21,96 <0,001 119,90 <0,001 53,34 <0,001
VCL 21,70 <0,001 111,70 <0,001 78,41 <0,001
VSL 25,27 <0,001 105,07 <0,001 78,39 <0,001
VAP 27,09 <0,001 109,73 <0,001 62,29 <0,001
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Graf 12 Vliv fedidel na motilitu spermatu a jeji kinematické parametry po 0, 12, 24, 36,

48, a 72 h skladovani

Vysvétlivky: MR = M1ééné fedidlo
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5 Zaver

Vysledky zjisténé v této disertacni praci zaznamenaly dynamiku zmén spermatu berant
v prubéhu roku, piipoustéciho obdobi, dne, vliv véku beranii a prezitelnost spermatu ve
Ctyfech riznych typech fedidel. U spermatu byl hodnocen objem, koncentrace, motilita
spermii a jeji kinematické parametry a morfometrické parametry spermii. Sperma
berana méni kvalitu v pribéhu jeho Zivota, roku 1 béhem pfipoustéciho obdobi, ale
vzdycky by mélo byt oplozeni schopné. VSechny ziskané vzorky spliiovaly kritéria
kvalitniho spermatu vyuzivaného pro vyrobu insemina¢nich davek.

V priibéhu roku se sperma beranli méni, v zavislosti na roénim obdobi. P¥imo je
ovliviiyje teplota, vlhkost nebo mnozstvi svétla. Berani Sumavské ovce maji srovnatelné
kvalitativni ukazatele spermatu s ostatnimi evropskymi plemeny.

Béhem roku se méni objem spermatu, pfi€emzZ nejvetsi mnozstvi je na podzim
(2,06 ml). Na podzim byla nejvyssi i koncentrace spermii (8142,29x10%ml) a nejvétsi
hodnoty kinematickych parametrti LIN a WOB. V ptfipadé morfometrickych parametrii
byla na podzim nejvétsi plocha stfedové ¢asti a jeji zathleni.

Sperma bylo kvalitni 1 na jafe, kdy byla zjiSténa nejvyssi celkova motilita a
kinematické parametry VCL, VAP a ALH. Ddle byla zjiSténa nejvetsi plocha, Sitka a
obvod hlavicky.

Progresivni motilitu, kinematické parametry VSL, BCF ro¢ni obdobi, dle
statistického vyhodnoceni, neovliviiuje. Ddle nebyla statisticky prikaznd délka
hlavicky, zploSténi, drsnost povrchu, pravidelnost, plocha stfedové casti a velikost
akrozomu.

Odebiranym spermatem nebo piirozené berany je mozné ptipoustét po cely rok,
protoZze sperma stale spliuje veskeré pozadavky na jeho kvalitu. Nuance jeho zmén v
prib&hu roku jsou statisticky detekovatelné, avSak na jeho oplozovaci schopnost by
nemély mit vliv.

Pfipoustéci sezona zac¢ind v naSich podminkidch koncem srpna a trva az do
prosince, kdy si kazdy chovatel termin piipousténi stanovi dle pozadované doby
bahnéni. Béhem piipoustéci sezony byly zjistény nasledujici primérné hodnoty — objem
ejakulatu 1,91 ml, koncentrace spermii 3589,12x10°ml, celkova motilita spermii 95,94
%, progresivni motilita spermii 47,97 %. U motility spermii byly zjiStény i jednotlivé
kinematické parametry: VCL 80,26 um/s, VSL 25,80 um/s, VAP 46,42 um/s, LIN
33,06 %, STR 55,84 %, WOB 57,69 %, ALH 3,98 um, BCF 5,79 Hz. Zjistovany byly i
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primérné morfometrické parametry, délka hlavicky spermie byla 8,79 pm, Sitka 4,92
um, plocha 37,26 um? a obvod hlavicky 22,61 pm. Zplosténi hlavicky bylo 1,78,
prodlouzeni 0,29, drsnost povrchu hlavicky 0,95 a pravidelnost 0,92. Stfedova ¢ast méla
Sitku 0,7 um, plochu 21,47 um?* a zauhleni 1,31. Celkova velikost akrozomu byla 56,49.

V pribéhu sezény se s klesanim svétla pod 10 h zacala snizovat progresivni motilita
a zacala se zvySovat koncentrace spermii ve spermatu (p <0,01). Byla prokazana
pozitivni korelace PMOT (0,46), NPMOT (0,46), VCL (0,39), VSL (0,33), VAP (0,34)
a ALH (0,63) a negativni korelace mezi délkou svétla a koncentraci spermii (-0,61) a
BCF (-0,34) (p <0,05).

Sperma berani mize byt odebirdno v prabehu celého dne, dokonce berani v
piirozené plemenitb¢ piipoustéji vicekrat za den a kvalita spermatu by se nemé¢la ménit.
V praci byla vyhodnocena kvalita spermatu beranti pii odbérech 3x denn€ v 8, 12 a 16 h
po dobu 14 dni s 3denni prestadvkou mezi odbéry. Z vysledkil bylo zjisténo, ze celkova
motilita spermatu byla >93 %, objem spermatu byl >1,6 ml a koncentrace spermii byla
>3600 10%ml. U objemu, koncentrace spermii, motility a jejich kinematickych
parametrll nebyly zjiStény zadné statisticky priikazné rozdily. V piipadé morfologie
spermii je statisticky prikazné zavislost v plose stfedové Casti, kterd byla nejvétsi v 16 h
(14,84 pum?, p <0,05). Ostatni hodnoty morfologickych parametrti spermii byly
statisticky neprukazné. Denni doba nebo Castéjsi odbér nemaji na kvalitu spermatu vliv,
1ze tedy berany odebirat ¢astéji a v riiznou denni dobu. OvSem vSe musi byt v souladu s
welfare berana.

Berani mohou byt v plemenitb¢é vyuzivani dle jejich chovatelské kondice, ktera
zé&visi na ranosti plemene. Porovnani vysledkt beranti odbiranych v roce 2017, kdy byli
2leti a v roce 2018, kdy byli 3 leti, mlize ukdzat ménici se kvalitu spermatu v zavislosti
k v€ku berand. Zjisténé vysledky byly porovnatelné s literaturou a bylo zjisténo, ze
motilita spermatu byla >96 %, objem spermatu byl >1,9 ml a koncentrace spermii byla
>3 400x10%/ml.

Statisticky pritkazné vyssi hodnoty u 2letych berant na hladin€ vyznamnosti p
<0,001 meéla celkovd motilita. Dale byly vyssi hodnoty u kinematickych parametrii
rychlosti spermii ALH. Morfometrické parametry hlavicek spermii mély vétsi hodnoty
u plochy hlavicky (p <0,01), dale u Sifky stfedové ¢asti. Na hladin€é vyznamnosti p
<0,05 byla u 2letych beranti vy$$i hodnota neprogresivni motility, VCL a drsnosti

povrchu hlavicky v ptipadé morfometrickych parametrt.

35



U 3letych beranti byla statisticky prikazné vyssi koncentrace spermii (p <0,001).
Na stejné hladiné vyznamnosti byly vys$si kinematické parametry rychlosti spermii u
koeficientii LIN, STR, WOB. Hodnota BCF byla prokazatelna na hladin¢ vyznamnosti
p <0,01. U morfometrickych parametrii hlavicek byla vétsi plocha stfedové Casti (p
<0,001), dale na hladin¢ vyznamnosti p <0,01, vyssi hodnota u pravidelnosti hlavicky,
uhlu stfredové casti a velikosti akrozomu. Morfometrické parametry na hladiné
vyznamnosti <0,05 byly vyssi u obvodu hlavicky.

Statisticky neprtikazné hodnoty byly u progresivni motility, u kinematickych
parametrt rychlosti VSL, VAP a u morfologickych parametrti procenta normalnich a
abnormalnich spermii, Sitky a délky hlavicky, miry prodlouZeni a zplosténi hlavicky.

Ze zjisténych hodnot vyplyva, ze na vétsSinu ukazatel kvality spermatu ma vyssi
hodnoty u 3letych beranii. Vzhledem k témto zjiSténim Ize fict, Ze 3leti berani maji
kvalitnéj$i sperma nez 2 leti berani.

Sperma bylo rozdéleno na 4 stejné alikvoty, které byly rozfedény fyziologickym
roztokem, fedidly s 0,5 % a 1,5 % mlééného tuku a komerénim fedidlem AndroMed®.
Sperma bylo uchovavéano v lednici pii 5 °C a hodnoceno bezprosttedné po odbéru a dale
ve 12, 24, 36, 48 a 72 hodin. Sperma korelovalo pozitivn¢ ve vSech parametrech
motility a pohybu ve fyziologickém roztoku a mlééném tedidle s 1,5 % tuku. Horsi
korelaci mé&lo mlééné fedidlo s 0,5 % tuku a AndroMed®, které mélo dokonce negativni
korelaci s koncentraci spermii a ALH.

Byl prokézan vysoce vyznamny vliv fedidla a doby skladovani na parametry
progresivni motility a VCL, VSL, VAP (p <0,001). U celkové motility byl prokazan
vliv fedidla a doby skladovani, ale nebyla prokazand jejich vzajemna interakce.
Primérné hodnoty ukazatelt celkové motility, progresivni motility, VCL, VSL a VAP
postupné klesaly po celou dobu skladovani. Sperma nafedéné fedidlem AndroMed®
m¢elo po celou dobu dobré vysledky a bylo by mozné vyuzit insemina¢ni davky 1 po 72
h. V ostatnich fedidlech kvalita rychle klesala a jejich vyuziti by bylo mozné do 24 h,
nejdéle do 36 hodin, kdy by byl vysledek jiz nejisty.
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