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ABSTRAKT

Jednim z hlavnich pfedpokladd uspésné umélé inseminace je kvalitni
ejakulat. Tato diplomova prace se zabyva vlivem podilu rychlostnich frakei spermii
na plodnost. Vzorky ejakuldtu byly vyhodnoceny objektivni pocitatovou metodou
CASA, syst¢émem SCA. Sledovani motility spermii bylo provedeno u 75 vzorki
ziskanych od 12 hiebcti, zatazenych do inseminace ¢erstvym spermatem v Zemském
hiebCinci v Pisku. U vzorkll byla sledovana celkova a progresivni motilita, podil
rychlych, stiedné rychlych a pomalych spermii. Ve&k sledovanych hiebcl se
pohyboval v rozmezi 3-21 let. Priméma plodnost dosahovala 56,19 %. Celkova
motilita méla primérnou hodnotu 78,07 %, pramér progresivni motility byl 38,35 %.
Déle byly spermie rozdéleny na 3 rychlostni frakce a primémé procentudlni
zastoupeni jednotlivych frakei ve vzorcich bylo nésledujici: 27,30 % rychlych
spermii, 21,27 % stiedné rychlych spermii a 29,50 % pomalych spermii. Dale bylo
zjisténo pramérné procentualni zastoupeni rychlych progresivnich spermii (13,43 %),
stfedné rychle progresivnich spermii (24,92 %) a neprogresivnich spermii (39,72 %).
Byla prokéazana kladné korelace mezi plodnosti a podilem rychle motilnich spermii
(r=0,34). Dale byl prokéazan rozdil mezi jednotlivymi hiebci (p-hodnota < 0,01) v
prim&mém procentudlnim zastoupeni rychlych spermii v ejakulatu. Hiebec
s nejvétsim podilem rychlych spermii v ejakuldtu a nejlepsi biezosti byl hiebec
procent rychle motilnich spermii mél noricky hiebec. Nejvétsi tspéSnost zabieznuti
byla zjiSténa po druhé inseminaci. Vysledky této prace dokazaly, Ze kvalita ejakulatu
velice vyznamné ovliviiuje dobré zabfeznuti, avsak je to jen jeden z mnoha

pusobicich faktort.

Kli¢ova slova: hiebec, motilita, CASA



ABSTRACT

One of the requirements for a successful artificial insemination is the quality
of stallion’s ejaculate. This thesis deals with influence of sperm velocity fraction on
fertility. Semen samples in this thesis were evaluated by using an objective
computerized method CASA, system SCA. Sperm motility in monitoring was
performed in 75 samples from 12 stallions involved in artificial insemination fresh
sperm in ZH Pisek. Total and progressive motility, rapid, medium and slow motility
were monitored. Stallion’s age was from 3-21 years. The average of fertility was
56,19 %. The average of total motility was 78,07 %. The average of progressive
motility was 38,35 %. Furthermore, the spermatozoa were divided into 3 velocity
fractions and the average percentage of the individual fractions in the samples was as
follows: 27,30 % rapid spermatozoa, 21,27 % medium spermatozoa and 29,50%
slow spermatozoa. Then the average percentage of rapid progressive spermatozoa
(13,43 %), medium progressive spermatozoa (24,92 %) and non-progressive
spermatozoa (39,72 %) were found. There was a positive correlation between fertility
and the rate of rapid motile spermatozoa (r=0,34). The difference between individual
stallions (p-value < 0,01) in the mean percentage of rapid spermatozoa in the
ejaculate was demonstrated. The stallion with the highest rate of rapid motile
spermatozoa and the best pregnancy was welsh part-bred stallion. On the other hand,
the worst pregnancy results and one of the lowest percentages of rapid motile
spermatozoa had noriker stallion. The highest success rate of pregnancy was found
after the second insemination.The results of this work have shown that the quality of
the ejaculate has a very significant effect on good pregnancy but it is just one of

many acting factors.
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1. Uvod

Vyznam chovu koni se zna¢né zménil. Zatimco diive byl kin vyuzivan
predevsim jako pracovni sila v zeméd¢lstvi, dnes je vyuzivan hlavné ke sportovnim a
hobby ucelim. Kazdy pozaduje co nejkvalitnéjsiho sportovniho koné. Vzhledem
K rozsifeni um¢lé inseminace je moznost vyuzit K reprodukci plemeniky z celého
svéta. Uméla inseminace snizuje riziko pfenosu pohlavnich nakaz, eliminuje zranéni
hiebce nebo klisny na rozdil od pfirozené plemenitby, je levnéjsi a je zde moznost

To, ze hiebec podava vynikajici sportovni vykony, ale jesté¢ neznamena, ze
bude i vynikajici plemenik. Proto jednim z dualezitych pozadavkl na zarazeni do
plemenitby je vySetfeni ejakulatu. Kvalita ejakuldtu zévisi na mnoha vnitfnich i
vngjSich faktorech. Mezi vnitini faktory patii naptiklad plemeno, vek, zdravotni stav.
Mezi vnéjsi faktory pak naptiklad vyziva nebo oSetfovani. Ejakuldt hiebce musi
spliiovat urCité parametry (Objem, aktivita, hustota nebo morfologie spermii).
Nejcastéji hodnocenym parametrem kvality ejakulatu je motilita spermii. Pohyb
spermii v ejakulatu se da rozdé€lit na progresivni a neprogresivni. Podle rychlosti
pohybu je mozné rozd¢lit spermie na pomalé, stiedné rychlé a rychlé.

V této praci byla pomoci objektivni pocitacové metody CASA (Computer-
assisted semen analysis) hodnocena motilita spermii v ejakulatu vybranych hiebct a

vysledky byly dany do souvislosti se zabfezdvanim klisen po inseminaci.



2. Literarni prehled

2.1. Pohlavni soustava hirebce
Pohlavni soustava je jedina soustava, ktera slouzi k zachovani druhu, nikoli

jedince. Jako takova neni bezpodmine¢né nutna pro zachovani Zivota jedince a umélé
odstranéni nekterych jejich organti neohrozuje zivot. Sklad4 se z pohlavnich Zlaz
(varlat), jejich vyvodu (nadvarlat a chamovodt), pridatnych pohlavnich zlaz
(méchytkovitych zlaz, bulbouretralnich zlaz a prostaty) a pariciho organu pyje.
Pohlavni zlazy produkuji krom¢ pohlavnich bunék také pohlavni hormony. Ty svym
ucinkem podminuji sekundarni pohlavni znaky a temperament a reguluji pohlavni

cyklus (Popesko et al., 1992).

2.1.1. Varle (testis)

Varlata jsou parové pohlavni Zlazy, které maji tuhoelastickou konzistenci
(MARVAN et al., 1998). Produkuji sam¢i pohlavni buniky spermie a saméi pohlavni
hormon testosteron (PoPESkO et al., 1992). Varlata hiebce jsou pomérné mala,
vej¢itého a ze stran mirné zplostélého tvaru. Délka varlat je 10—12 cm a hmotnost se
pohybuje mezi 400-600 g. K dorzalnimu okraji varlete se podéIn¢ ptiklada nadvarle,
které je na kranialnim konci roz$ifené v hlavu nadvarlete a na kaudalnim konci
v ocas nadvarlete. Varlata jsou spolu s nadvarlaty ulozena v Sourku mimo dutinu
btisni. Poloha varlat v Sourku je horizontalni (MARVAN et al., 1998).

Vazivovym obalem varlete jsou tvofeny piepazky, které odd€luji lalicky
varlete. V téchto laliccich jsou stocené semenotvorné kanalky varlete, ve kterych
probihaji jednotlivé faze spermatogeneze. Kromé zarodecného — spermatogenniho
epitelu se ve sténach kanalki nachazi podptrné (Sertoliho) bunky, v nichz dochazi
K poslednimu stadiu spermatogeneze — metamorfoze spermatid na spermie. Ve
vmezefeném vazivu mezi stoCenymi semenotvornymi kanalky se nachazi velké
intersticidlni  (Leydigovy) bunky. Obsahuji velké mnoZstvi agranuldrniho
endoplazmatického retikula, ve kterém je produkovan samci pohlavni hormon

testosteron (JELINEK, KOUDELA et al., 2003).
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2.1.2. Nadvarle (epididymis)

Nadvarle je parovy organ kyjovitého tvaru pftiléhajici k varleti. Pohlavni
bunky se zde shromazd'uji a dozravaji (FLADE et al., 1990). Sklada se z hlavy, téla a
ocasu (THOMPSON et al., 1979).

Hlava nadvarlete se sklada z 15 — 20 lalackd, slozenych z kli¢ek odvodnych
kanalkti varlete. VSechny odvodné kanalky se na ptfechodu hlavy a téla spojuji
V jednotny vyvod nadvarlete. Tento vyvod méfi u hiebee asi 50 metrt a slouzi jako
rezervoar spermii az do ejakulace (MARVAN et al., 1998).

Spermie z varlete piechazi do hlavy nadvarlete, zahust'uji se a poskozené a
prestarlé spermie jsou zde fagocytovany. V hlavé nadvarlete vykazuji spermie
intenzivni respiraci a snizenou glykolyzu, v ocasu nadvarlete je tomu obraceng¢.
V téle nadvarlete se spermie potkavaji se sekrety s vysokym obsahem tukl a dalSich
latek zvySujicich odolnost jejich povrchovych membran. Morfologickym znakem
dozrani spermii je odlouceni protoplazmatické kapky. V nadvarleti jsou spermie
nepohyblivé a jejich celkovad aktivita metabolizmu je nizka. Tento klidovy stav
(anabidza) prodluzuje Zivotnost spermii. Nadvarletem projde spermie za 8-11 dni
(JELINEK, KOUDELA et al., 2003). Oplozovaci schopnost ve vyvodu nadvarlete si

spermie zachova 2—-3 tydny (MARVAN et al., 1998).

2.1.3. Chamovod (ductus deferens)

Chamovod je parova silnosténnd trubicka, kterd spojuje vyvod nadvarlete
s mocovou trubici. Zacina na ocasu nadvarlete, od urovné hlavy nadvarlete ho cévy a
nervy doprovazi do dutiny bfisni, odkud ptechdzi do dutiny panevni a nakonec ptes
mocovy méchyt az do mocové trubice (MARVAN et al., 1998). U hiebcti je posledni
¢ast chamovodu rozsifena v ampulu chamovodu, jejiz Zlaznata cast vylucuje sekret,
ktery stimuluje metabolickou aktivitu spermii. Do mocové trubice se spermie
z ampul chamovodu dostavaji spolu se sekretem méchytkovitych zlaz ejakulacnim

kanalkem (JELINEK, KOUDELA et al., 2003).
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2.1.4. Pridatné pohlavni Zlazy (glandulae genitales accessoriae)

Nachazi se na panevni ¢asti mocové trubice. Jejich sekret se pii ejakulaci misi
se spermiemi a vytvaii velkou c¢ast ejakulatu (semennou plazmu). Tento sekret je
piirozenym fedidlem spermii a slouzi k Gpravé prostfedi pro spermie pii jejich
prichodu mocovou trubici a v pochvé. Mezi ptidatné pohlavni Zlazy patii semenné
vacky, predstojna a bulbouretralni zlaza (JELINEK, KOUDELA et al., 2003).

Semenné vacky jsou parovy organ protahlého tvaru lezici na dorzalni plose
mocového méchyie (KLIMENT et al., 1983). Tato strukturalné slozita tubulozni Zlaza
vyluCuje bélavy a slab¢ zasadity sekret hromadici se v rozsifenych nitrolaltickovych
a mezilalickovych vyvodech. Pii ejakulaci se tento sekret vyluuje pomoci stahti
hladké svaloviny vyvodi do mocové trubice (MARVAN et al., 1998). Sekret se
vylucuje na konci ejakulace a tvoii 10-40 % objemu ejakulatu. Obsahuje fruktozu,
kterd slouzi jako zdroj energie pro spermie a dalsi latky, jako je naptiklad kyselina
askorbova nebo citronova. pH tohoto sekretu je mirné kyselé (JELINEK, KOUDELA et
al., 2003).

Piredstojna Zlaza (prostata) je neparova zlaza lezici na zaCatku mocové
trubice, kaudalné od vyusténi chamovodli a méchyikovitych zlaz. U hiebce se télo
prostaty rozd¢luje na dva laloky spojené mistkem. Prostata se sklada ze sekre¢nich
tubulti, které jsou navzajem spojené intersticidlnim vazivem. Sekret prostaty ma
zésaditou reakci, je fidké mlékovité konzistence a charakteristicky zapacha. Cetnymi
vyvody je odvadén do mocové trubice (MARVAN et al., 1998). Pii ejakulaci je sekret
vyluovan tésné pred spermiemi a spolu s nimi. Neobsahuje cukry, ale ma relativné
vysoky obsah anorganickych soli, které udrzuji staly osmoticky tlak v ejakulatu
(JELINEK, KOUDELA et al., 2003).

Bulbouretralni Zlaza (Cowperova zlaza) je parova zlaza lezici na mocové
trubici pted jejim vystupem z panve. Sekret se vylucuje prevazné na konci ejakulace
(JELINEK, KOUDELA et al., 2003). U hiebce je kulovitého tvaru s hladkym povrchem.
Parenchym zlazy je rozdélen na drobné lalticky slozené z rozvétvenych sekrecnich
tubult. Vymések Zlazy je u hiebce odvadén nékolika vyvody do mocové trubice

(MARVAN et al., 1998).
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2.1.5. Pyj (penis)

Pyj je kopulacni orgén, ktery slouzi k pfenosu spermatu do pohlavnich organt
samice béhem pafeni. M4 valcovity tvar a dvé casti: fixovanou ¢ast — kofen pyje a
volnou ¢ast — té€lo pyje. Volny kranidlni konec pyje je zakonfen zaludem a
V ochablém stavu je ukryt v koznim vaku (pfedkozce). Délka pyje u hiebce je 50 —
60 cm a primér 5 — 6 cm. Zalud hiebce je mohutny, ma klobouckovity tvar
svyvySenym valem na obvodu a centrdlni jamku. Pyj se skladd z parového
topofivého télesa, neparového houbovitého télesa, mocové trubice, pomocnych

svalu, cév a nervii (MARVAN et al., 1998).

2.2. Ejakulat hi‘ebce

Ejakulat hiebce je sloZzen ze spermii a semenné plazmy (JELINEK, KOUDELA et
al., 2003). SloZeni hieb¢iho ejakulatu a jeho kvalita jsou znac¢né rozdilné. Zavisi na
mnoha faktorech, jako je naptiklad vyziva, v€k, plemeno nebo pohlavni vyuzivani

hiebce (KOMAREK et al., 1964).

2.2.1. Semenna plazma

Jedna se o tekutinu obsahujici pfevazné sekrety ptidatnych pohlavnich Zlaz.
Je urCena k vyzivé a transportu spermii a stimulaci jejich pohybu. U hiebce tvofi
semenna plazma 97-98 % ejakulatu. Z chemickych sloucenin je v ni zastoupena
kyselina citronova, kyselina askorbova, aminokyseliny, bilkoviny, prostaglandiny,
androgeny, estrogeny a enzymy. V hieb¢im spermatu je malé mnozstvi fruktozy,
tudiz jako hlavni zdroj energie slouzi glukéza (CIBULKA et al. 2004). Ejakulat hiebce
je slozen ze 3—4 frakci. Prvni frakci (pfedspermiovou) tvofi sekrety bulbouretralnich
zlaz, druha frakce je bohatd na spermie a pochézi z ocasu nadvarlete, tfeti Zelatin6zni
(pospermiova) frakce, obsahujici velké mnozstvi kyseliny citronové, ma puvod
v semennych vaccich. Posledni frakce je vodnaty sekret vyluCovany na konci

ejakulace a je smési celého ejakulatu (GAMCIK, KOZUMPLIK et al. 1984).
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2.2.2. Spermie

Spermie jsou transportéry genetického materialu samce na misto oplozeni.
Maji schopnost pohybu a oplozeni. Skladaji se z hlavicky a bi¢iku (STASTNY A
STASTNA 2015). Spermie obsahujici maly heterochromozom Y se nazyvaji
androspermie a spermie s vétsim heterochromozomem X se nazyvaji gynospermie
(JELINEK, KOUDELA et al., 2003).

Hlavicka spermie se vytvafi pfedevSim zjadra spermatidy. Predni cést
hlavicky pokryva akrozom, ktery obsahuje enzymy, umoznujici rozpusténi obalt
vajicka. Zadni Cast tvoii cytoplazmatickd membrana a postakrozomalni cepicka.
Hlavicka je tvaru silné zplostélého ovalu. Na hlavicku piipada 51 % hmotnosti
spermie. Hlavicka slouzi k pfenosu otcovské genetické informace, ulozené v jadre,
do vajicka (CIBULKA et al. 2004). Jadro hlavi¢ky je vyplnéné nukleoplazmou a
dédiény material je v jadru hlavicky v podobé DNA (GAMCIK, KozumPLIK et al.
1984).

Bicik je pohybové ustroji spermie. Pii procesu pohybu ma dulezitou roli
mitochondrialni aparat, vyrab¢jici energii (ATP), a komplex axidlnich vldken, coz je
misto, kde se tato energie méni na mechanickou — na pohyb spermie (GAMCIK,
KozumpLik et al. 1984). Bicik je tvofen spojovacim, hlavnim a koncovym
(terminalnim) oddilem. S hlavickou je bicik spojen kratkym krckem. Kréek obsahuje
dva centrioly. Distalni centriol obklopuje devét pficné segmentovanych provazci
(chord). Z distalniho centriolu vystupuje osové vlakno, tvofené 9 +2 duplety
mikrotubull. Spojovaci oddil je charakteristicky velkym mnoZstvim mitochondrii.
Hlavni oddil je nejdelsi Casti bi¢iku a jeho podkladem je osové vlakno, obklopené
nesegmentovanymi chordami a obalené fibr6ézni pochvou. Koncovy oddil tvoii pouze
osova vladkna. Celou spermii kryje nepferuSovand dvouvrstva cytoplazmaticka
membrana, slouzici jako zdkladni ochrana. Je vysoce permeabilni, acidorezistentni a

citliva na zmény osmotického tlaku (JELINEK, KOUDELA et al., 2003).

14



2.2.3. Spermatogeneze

Spermatogeneze je proces transformace zarodecnych epitelovych bunék na
spermie. V tomto procesu se vyskytuji dva typy déleni, a to mitdza, pfi niz kazda
nova bunka zistava diploidni a meidza, pti které¢ je kazdd nova bunka haploidni.
Zrala spermie ma tudiz polovi¢ni pocet chromozomu (REECE, 2011). Spermie se
vyviji v semenotvornych kandlcich varlat. Zacatek tvorby spermii je pfi nastupu
pohlavni dospélosti, coz je u hfebce mezi 10—12 meésici. Ze zacatku nema tvorba
spermii cyklicky charakter, coz ma za nasledek vyssi procento patologickych forem
spermii. Po dosaZzeni pohlavni dospé€losti probihd spermiogeneze v pravidelnych
cyklech v ptesnych ¢asovych intervalech. Kazdy novy cyklus za¢ina asi o % délky
cyklu pozdéji. Ve sténé semenotvornych kanalkd se proto vyskytuji 4 generace
bunék. Délka spermiogenniho cyklu je u hiebce 54 dni (GAMCIK, KOozZUMPLIK et al.
1984).

Kmenové buiikky (spermatogonie), které jsou ulozeny v bazalni ¢asti
semenotvornych kanalki, se mitoticky déli, a z kazdé spermatogonie vznikne jedna
stejna bunka, kterd zlstane uloZzena na plivodnim mist¢ a druha, nazyvana
spermatogonie typu A, kterd migruje pies Sertoliho bunécnou bariéru do vrstvy
bun¢k blizko dutiny kanalku. Spermatogonie typu A prodé¢lavaji mitotické délent,
zahrnujici nékdy ne€kolik generaci bunék. Tak vznika velké mnoZstvi spermatogonii
typu B. Tyto buiiky se naposledy mitoticky déli a vysledkem je vytvofeni
primarnich spermatocytli s diploidnim po¢tem chromozomi. Primérni spermatocyty
se dale meioticky dé€li a vznikaji z nich sekundéarni spermatocyty, z nichZ vznikaji po
druhém meiotickém déleni spermatidy s haploidnim poc¢tem chromozomu (REECE,
2011).

Po opusténi varlat nejsou spermie jeSté plné zralé a nejsou jeSté oplozeni
schopné (YOUNG, 1931). Aby se z kulatych a nepohyblivych spermatid staly stihlé a
pohyblivé spermie, musi projit metamorf6zou neboli spermiohistogenezi, kterd trva
asi 18 dni. Béhem tohoto procesu se vytvaii akrozom a pohybové Ustroji v podobé
bic¢iku. Spermie se uvoliluji ze semenotvornych kanalki do vyvodnych semennych
cest a putuji do ocasu nadvarlete, kde jsou ulozené az do ejakulace a nevykazuji
aktivni pohyb (GAMCIK, KOZUMPLIK et al. 1984). Proces vyvoje spermii probiha ve
vinach, takze je zdsobovani zralymi spermiemi plynulé (DINGER, NOILES, 1986 a
JOHNSON et al., 1997). Pokud nedojde k ejakulaci do 3—4 tydnt, spermie degeneruji,
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odumiraji a dochazi k jejich resorpci, a tim k redukci téch, které by mohly mit
vyvojové vady (MARENGO et al., 2007).

Noveé vytvotfené spermie nejsou pohyblivé. Jsou transportovany do nadvarlete
a pifi prachodu nadvarletem ziskdvaji schopnost pohybovat se pifimo doptedu.
Schopnost oplodnit vajicko ziskavaji spermie az po ur€ité dobé v pohlavnim ustroji
samice. Zde dochézi ke kapacitaci spermie. Pii kapacitaci dochazi k biochemickym
zmeénam zpusobujicim destabilizaci plazmatické membrany. Kontakt spermii se
zonou pellucidou vajicka probihd v oblasti akrozomu za ucasti hormonu akrozinu

(CiBULKA et al. 2004).

2.3. Odbér spermatu od hiebcii
Dle vyhlasky €. 380/2003 se miiZze odebirat sperma pouze od hiebct, ktefi

spliuji veterindrni pozadavky. Hiebci nesmi vykazovat zadné ptiznaky nékazy. Po
dobu 30 dni pted prvnim odbérem a béhem odbérového obdobi nesmi byt pouzit pro
piirozenou plemenitbu.

Pro odbér vysoce kvalitniho ejakulatu je nezbytné zachovani normadlniho
sexualniho chovani a dobré libido (SIEME et al., 2004). Pied odbérem se musi umyt
penis hiebce teplou vodou, aby se predeslo kontaminaci spermatu (SPRAYBERRY,
ROBINSON, 2015). Sperma se odebira piedev§im pomoci umélé vaginy, vymazané
sterilni vazelinou, a fantomu nebo fijici se klisny (DUSEK et al., 2007). Umélé vaginy
mohou byt rizného typu a konstrukce. Prvnim typem je uméld vagina
s jednordzovym sbéraCem ejakulatu dle ParSutina, v modifikaci Petelikova, Miiller,
Matousek. Vyrobena je z hliniku, ma gumovou vlozku, délka je 54 cm a primér 14
cm. Sbéra¢ je pouzit jednorazovy z PVC folie, ktery je obalen molitanem, aby se
sperma ochranilo pied chladovym Sokem. Do mezistény se naléva tepla voda, aby
teplota um¢lé vaginy byla v dobé odbéru 4042 °C. Dal§im typem je oteviena uméla
vagina typu Krakov. Tato vagina je 40 cm dlouha o praméru 14 cm, kostra je z plasti
a ma ventilek na dolévani teplé vody. V usti je molitanovéa vlozka. Pfi odbéru do
tohoto typu vaginy je dosazeno podstatn¢ niz$i mikrobialni kontaminace, vyssi
hustoty ejakulatu a lepSi hygiena odbéru. Sperma je zachycovano do piedehfaté a
tepeln¢ izolované sterilni nadoby opatiené gazou. Ejakulat je zachycovan bez
vymeésku pridatnych pohlavnich zlaz (KLIMENT et al., 1983). GAMCIK, KOZUMPLIK et
al. (1984) uvadgji dalsi typy umélych vagin. U prvniho typu Missouri, navrzeného
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Mc Kenziem, dochazi k zizeni vchodu pryZovym prstencem, protoze je predpoklad,
ze reflex ejakulace je vyvolan tfenim u bdze penisu. Typ Mississippi, ktery byl
navrzen Berlinerem, je zalozen na principu drazdéni receptort na zaludu penisu.
pfipravi se a se ztopofenym penisem se necha naskocit. Penis se uchopi za
ptedkozku, vsune do pfipravené umé¢lé vaginy a necha se odsemenit (DUSEK et al.,
2007). Tlak v um¢lé vaginé by mél byt 530 kPa a upravuje se ptifouknutim nebo
vypusténim vzduchu z prostoru mezi kovovym pouzdrem a gumovou vlozkou, kde je
jiz voda.

Za optimalni pocet odbéri se povazuje 2—3 skoky tydné. K odbéru ejakulatu
do umélé vaginy je potieba v pruméru 2,2 pokust. Ejakulace trvd v priméru 13,3

sekundy (KLIMENT et al., 1983).

2.4. Hodnoceni ejakulatu
Kvalita ejakulatu se 1i$i nejen mezi jednotlivymi hiebci, ale kolisa i v ramci

jednoho a téhoz jedince. Z tohoto divodu by u ziskaného ejakulatu mélo byt
provedeno makroskopické a mikroskopické vySetieni, které slouzi k ziskani lepsi
pfedstavy o soudasné kvalité ziskaného ejakulatu (STRUPL et al., 1983).
Makroskopické vysetieni se provadi bezprostfedné po odbéru ejakulatu a stanovuje
se objem ziskané¢ho spermatu, barva, konzistence, pach a obsah cizich pfimisenin.
Mikroskopické vySetfeni spermatu zahrnuje stanoveni koncentrace, aktivity a
morfologie spermii, koncentrace vodikovych iontl a procenta zivych a mrtvych
spermii (KLIMENT et al., 1983).

Po odbéru je dilezité, aby bylo sperma udrzeno pfi teploté 34-37 °C, bylo
chranéno pfed svétlem, teplotnimi extrémy a chemikaliemi nez se dostane do
laboratote k analyze (MUNROE, WEESE, 2011). Veskeré predméty, které piijdou do
kontaktu se spermatem, musi byt zahtaté na télesnou teplotu (Brinsko et al., 2011).
Sperma se laboratorné vySetiuje z hlediska pouzitelnosti pro plemenitbu a schopnosti
jeho konzervace. Ze zdravotniho hlediska se sperma vySetfuje pravidelné na obsah

infekénich zarodkt (KLIMENT et al., 1983).
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2.4.1. Barva, konzistence a pach ejakulatu

Barva a konzistence spermatu je vizualné posuzovana v prochazejicim nebo
dopadajicim svétle ve sbéra¢i. Sperma hicbce by mélo mit mlétné bilou barvu
(KLIMENT et al., 1983). Druhové rozdily v barvé spermatu vyplyvaji vétSinou
Zz objemu a hustoty ejakuldtu. Barvu mize téz ovlivnit vyziva, pfirozena barviva
krmiv, probihajici zanétlivy proces apod. Konzistence spermatu hiebce je spise
vodnata s ptimési hlenu. Pach se posuzuje ¢ichem ve sbéraci. Ejakulat hiebce ma

obvykle slaby specificky hieb&i pach (STASTNY, STASTNA, 2015).

2.4.2. Objem ejakulatu

Objem ejakulatu zavisi na plemeni, véku, obdobi, frekvenci odbéri a
vydrazdéni pfed odbérem. Objem hiebciho ejakulatu se pohybuje v rozmezi od 25 do
300 ml. Praimérny objem ejakulatu dospélého hiebee je 50-70 ml. Objem ejakulatu
se stanovi bud’ méfenim v predehiaté kalibrované nadobé, nebo vazenim piimo ve
sbéraci (MUNROE, WEESE, 2011).

LouDA et al., (2001) uvadi, Ze objem ejakulatu je u chladnokrevnych plemen
150 cm®, u teplokrevnych 60 cm® a u lehkych — arabskych 45 cm®. Dle MAIRA et al.,
(2013) miize byt objem ovlivnén podtem odbéri. Cim vyssi je frekvence odbért, tim
je objem mensi. Naopak se objem da zvysit vydrazdénim hiebce pted odbérem. Dale
GAMBOA et al., (2006) uvadi, Ze objem stoupd na jafe a v l1ét€, zatimco na podzim a
v zim¢ objem ejakulatu klesa. Nejlepsi kvality dosahuje sperma v obdobi od biezna

do kvétna.

2.4.3. Koncentrace spermii

Koncentrace spermii je vyjadiena poétem spermii v 1 mm?® a je ukazatelem
pro ureni stupn€ fedéni spermatu. Celkovy pocet spermii v ejakulatu je ziskan,
vynasobi-li se poget spermii v 1 mm® objemem ejakulatu. Koncentrace dobrého
spermatu se pohybuje v rozmezi 30 000-300 000 v mm® (KLIMENT et al., 1983).
Rozmezi je vSak velmi variabilni a je ddno funk¢ni aktivitou semenotvorného epitelu
varlat, vékem, zdravotnim stavem, technikou odbéru. Plemenici s opakované nizkou
koncentraci spermii v ejakulatu, ktera je geneticky podminéna, jsou z plemenitby

vytazovani (LOUDA et al.,, 2001). Mnozstvi produkovanych spermii se s vékem
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zvySuje, protoze se zvétSuje délka semennych kanalkii (SAMPER et al., 2007).
Koncentrace spermii nemd vypovidajici hodnotu o kvalit¢ ziskanych spermii
(POWER, 1963). Koncentrace se stanovuje mikroskopickym pocitanim spermii
Vv Biirkerové komurce nebo fotometrem (KLIMENT et al., 1983). Spektrofotometrie je
velmi rychld a pfesnd metoda. Principem je prostupnost zakalu semene paprskem

svétla (JOHANSSON, 2008).

2.4.4. pH ejakulatu

pH ejakulatu se pohybuje nejcastéji v rozmezi od 6,7-7,5. Zménu hodnoty pH
muze znacit zanét piidatnych pohlavnich Zlaz, varlat nebo nadvarlat. Vyrazné
alkalické pH (7,8 a vice) signalizuje, Ze nebyl ziskan cely ejakulat, protoze prvni
vodnatd frakce mé pH 8,1-8,8 a ovliviluje tak celkové pH spermatu (GAMCIK,
KozuMmPLIK et al. 1984). Pfi nepfiznivé hodnoté¢ pH miize byt vazné ovlivnéna
oplozovaci schopnost spermii. pH 7-7,5 umoziuje maximalni projev potencialni
motility spermii. Niz$i pH snizuje motilitu spermii a membranovou integritu, vyssi
pH vede ke znehybnéni spermii zpisobenému poklesem jejich mitochondridlni

aktivity (CoNTRI et al., 2013).

2.4.5. Morfologické vySetieni spermii

Morfologie spermii je dillezity parametr pro hodnoceni kvality spermatu.
Pocet abnormalnich spermii je dilezity pro stanoveni fertility, selekci plemenikli a
odhadu vhodnosti ejakulatu ke skladovatelnosti pro tcely umélé inseminace (KUSTER
et al., 2004). Oplozovaci schopnost spermii je vazand na spravny vyvoj hlavicky,
ktera je nositelem genetické informace. Pro penetraci vajicka je nezbytny spravné
vyvinuty akrozom (STASTNY, STASTNA, 2015). Ke vzniku morfologickych
abnormalit spermii mohou vést poruchy spermatogeneze (MALMGREN, 1997). Vyssi
procento morfologicky zménénych spermii mize mit za nasledek poruchy plodnosti
(SAACKE et al., 2000). Vice morfologickych abnormalit se vyskytuje mimo
pfipoustéci sezéonu (VAN DER HOLST, 1975). Morfologické zmény, které vznikly
béhem vyvoje spermii a jejich presunu do nadvarlete se nazyvaji primarni.
Sekundarni zmény vznikaji mezi ejakulaci a vySetfenim ejakulatu (BARTH et al.,

1989). Hodnoti se nejdiilezitéjsi ¢asti spermie, a to hlavicka, akrozom, spojovaci ¢ast
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a bigik (STASTNY, STASTNA, 2015). Spermie, ktera ma jakkoli poskozeny akrozom
neni schopna oplodnit vajicko (THUNDATHIL et al., 2000 a JAsko et al., 1990).
V ejakulatu zdravého a normalné¢ plodného hiebce se vyskytuje piiblizné 4 %

primarnich a kolem 20 % sekundarnich zmén (GAMCIK, KOzZUMPLIK et al. 1984).

2.4.6. Motilita spermii

Motilita neboli pohyblivost by se méla zjiStovat co nejdiive, protoze
S ptibyvajicim ¢asem klesa (MAIR et al., 2013). Fyziologicky je pfimocary pohyb
vpied za hlavickou (progresivni pohyb) a udava se v procentech. Pfimy progresivni
pohyb znaci plnohodnotnost spermie (MORTIMER, 1997). U spermii se miZze
vyskytnout téZ nefyziologicky pohyb, jako je napiiklad pohyb na misté okolo
hlavi¢ky, do kruhu, kmitavy, pferuSovany apod. Ve spermatu se objevuji téZ spermie
bez pohybu (statické). Dobry ejakulat obsahuje alesponn 70 % progresivnich spermii.
U hiebet se vyskytuje ¢astéji aglutinace (STASTNY, STASTNA, 2015). Dilezita neni
jen samotnd motilita, ale i rychlost progresivniho pohybu (Cupps, 1991). Pohyb
spermii je nutnou podminkou pro jejich prinik do vaje¢né buniky. Je mnoho faktorq,
které motilitu spermii ovliviiuji. Z endogennich faktorii je to naptiklad vek darce,
doba pobytu spermii v nadvarleti, zasoba ATP a dal$i. Z exogennich faktori pak
napiiklad viskozita, pH prostiedi, teplota apod. (VEZNIK et al., 2004). Jako
nejpiesnéjsi objektivni metoda hodnoceni spermatu se pouziva pocitacova analyza
CASA (Computer-Asisted Sperm Analysis), ktera k hodnoceni kvalitativnich
parametrti (motility) vyuziva kombinaci mikroskopu, kamery a pocitacového
softwaru (LOVE, 2012). Analyza spermatu pomoci CASA ukazala, ze ejakulaty se
spermiemi s vyssi primérnou rychlosti maji lepsi fertilizaéni schopnost (BIRKHEAD
et al., 2008).

Progresivni pohyb spermii mlze byt pii teploté 22 °C az o 25 % niz$i nez pii
teploté¢ 37 °C. Pfi niz8im pH je snizena motilita, pfi zvySeném pH jsou spermie
znehybnéné. Mimo piipoustéci sezonu klesd motilita a zvySuje se pocet

nefyziologickych spermii (SAMPER et al., 2007).
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3. Hypotéza

V soucasné dob¢ je uméld inseminace velmi rozsifenou metodou v reprodukei
koni. Ne vzdy jsou vSak vysledky uspokojivé. Na zabtfeznuti klisny ma vliv Cetné
mnozstvi vnitfnich a vnéjsich faktorti. Krom¢ samotné kvality ejakulatu hiebce se
vyznamné uplatnuji také dalsi faktory, jako je naptiklad spravna detekce fije, kvalitni

inseminacni technik, a mnoho dalSich.

Pro zpracovani prace byly formulovany nésledujici hypotézy:

e Objektivné¢ zpracované informace o kvalité spermatu hiebci mohou
poskytnout detailni informace o charakteristikach pohybu spermii v ejakulatu
jednotlivych hiebct a zaroven tak poskytnout informace o jejich potencialni
plodnosti.

e Spermie Vv ejakulatu jsou rozliSovany podle rychlosti jejich pohybu na rychlé,
sttedni a pomalé. Jen spermie s progresivnim pohybem jsou oplozeni
schopné, proto lze ptedpoklddat, Ze hiebci s vy$Sim podilem rychlych
progresivnich spermii v ejakuladtu budou dosahovat vyssiho poctu zabiezlych
klisen, tzn. vyssiho procenta plodnosti.

o Jelikoz je kvalita spermatu ovlivnéna velkym mnozstvim faktord, lze

predpokladat, ze se kvalita spermatu bude liSit mezi jednotlivymi hiebci.
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4. Cil prace

Kvalita ejakulatu je jednim zhlavnich faktorG ovliviiujicich UspéSnou
reprodukci. Za predni ukazatel pro posuzovani kvality ejakulatd a odhadu potencialni
plodnosti je vSeobecné povazovana motilita spermii.

Cilem této prace bude porovnat ejakulaty riznych hiebct z hlediska podilu
jednotlivych subpopulaci spermii, vytvofenych podle rychlosti pohybu, a tyto

vysledky porovnat s urovni zabfezavani klisen po inseminaci.

V navaznosti na formulované hypotézy byly stanoveny nésledujici cile prace:
e Objektivné vyhodnotit motilitu spermii hiebct s vyuzitim metody Computer-
Assisted Semen Analysis (CASA).
e Zastoupeni jednotlivych subpopulaci motilnich spermii v ejakulatech hiebct
porovnat s urovni zabfezavani klisen po inseminaci.
e Porovnat jednotlivé hiebce z hlediska procentualniho zastoupeni pomalych,

sttedné rychlych a rychlych spermii v ejakulétu.
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5. Material a metodika

5.1. Material
Sledovani kvalitativnich parametra ejakulatu bylo provedeno na 12

plemennych hiebcich, ktefi byli v majetku Zemského hieb¢ince Pisek. Zastoupeni
plemen hiebct bylo nésledujici: 4 hiebci plemene kralovsky holandsky jezdecky kuan
(KWPN), 3 holstynsti hiebci, shagya-arab, starokladrubsky kun, ¢eskomoravsky
belgicky kian, noricky kun a welsh part-bred. Vék hiebct se pohyboval v rozmezi 3
az 21 let. VSichni hiebci byli vyuzivani v inseminaci Cerstvym spermatem. Od
hifebci byl odebiran ejakulat a ndsledné¢ byl zpracovan formou kratkodobé

konzervovanych insemina¢nich davek cerstvého zchlazeného spermatu.

5.2. Metodika

Vzorky byly ziskany béhem piipoustéci sezony 2018 (leden az ¢ervenec). Od
hiebcti bylo v osmi odbérovych terminech (leden 11, Gnor 9, duben 9, kvéten 17,
cerven 19 a cervenec 10 vzorkli spermatu) ziskdno celkem 75 vzorki ejakuldtu. U
odebranych vzorkil byly sledovany parametry motility spermii. Vzorky ejakulati
byly ziskavany za bézného provozu reprodukcéniho centra a prioritou bylo zajiSténi
potfebného mnozstvi ejakulatu pro vyrobu inseminacnich davek, které byly néasledné
distribuovany chovatelim.

Vlastni odbéry ejakulatu probihaly v prostorach Zemského hiebcince v Pisku.
Htebci byli odebirani na fantomu za ptfitomnosti klisny. Sperma bylo odebirano do
uzaviené¢ umélé vaginy typu Colorado. Bezprostfedné po odbéru hiebce byl odebrany
ejakulat prefiltrovan pres sterilni gazu a nasledné byl stanoven objem ejakulatu v
kalibrované kadince, temperované na teplotu 37 °C. Poté bylo sperma nafedéno
predehiatym fedidlem (37 °C) (INRA 96) v poméru 1:1-2. Vzorky ejakulatd byly po
nafedéni 20 minut ekvilibrovany pii pokojové teploté bez ptistupu svétla a nasledné byly
umistény do chladni¢ky, kde byly zchlazeny na 5 °C. Takto zchlazené vzorky ejakulatu
byly ptevezeny do laboratofe ZF JU v Ceskych Bud&jovicich, kde byly vyhodnoceny
parametry motility pomoci objektivni metody CASA (pocitacové analyzy spermatu) za
pouziti komeréniho systému SCA (Sperm Class Analyzer, Microptic SL, Barcelona,

Spanélsko). Souéasti tohoto systému je opticky mikroskop s fizovym kontrastem a
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vyhfivanym stolkem (37 °C), digitalni kamera zabudovand v mikroskopu pro zachyceni
obrazi a jejich pfenosu do pocitace.

Motilita spermii byla stanovena prostfednictvim modulu Sperm Class Analyzer®
Motility and concentration. Tento modul pro automatickou analyzu motility a
koncentrace spermii je zaloZzen na analyze 16 na sebe navazujicich digitalizovanych
fotografickych snimka ziskanych z jednoho pole. Téchto 16 po sob¢ jdoucich fotografii
je potizeno s odstupem 0,64 s, coZ znamena rychlost snimani 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 byly vzorky fedény na koncentraci 30-50x10%/ml. Piedehtaté Leja
podlozni sklicko (4komorové, hloubka 20 mikroni) bylo naplnéno 3 pl nafedéného
spermatu a bylo hodnoceno 10 zornych poli, pficemz v jednom zorném poli bylo
analyzovano cca 100-200 spermii. Na zaklad¢ kiivocaré rychlosti (curvilinear velocity,
VCL) byly spermie rozliseny podle rychlosti pohybu na rychlé (> 90 pum/s), stfedné
rychlé (45 — 90 um/s), pomalé (10 — 45 um/s) a statické (< 10 pm/s). Spermie byly
povazovany za progresivni pfi nejméné 75 % piimosti (straightness, STR). U vzorki
spermatu byly méfeny nasledujici hodnoty - MOT (celkova motilita, %), PMOT
(progresivni motilita, %), RAP_MOT (rychlé spermie, %), MED_MOT (stfedné rychlé
spermie, %), SLOW_MOT (pomalé spermie, %), RAP PMOT (rychlé progresivni
spermie, %), MED PMOT (stfedné rychlé progresivni spermie, %).

5.3. Zpracovani dat
Statistické zpracovani dat bylo provedeno v programu Statsoft Statistica 12

CZ. Rozdily mezi hiebci v jednotlivych parametrech motility byly analyzovany
pomoci jednofaktorové ANOVY, vyuzitim Tukeyova testu. Zavislost mezi
parametry motility spermii a zabfezavanim klisen byla hodnocena pomoci korela¢ni
a regresni analyzy. Statistickd prikaznost byla hodnocena na hladiné vyznamnosti p

<0,05.
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Pro vyjadieni zékladnich statistickych charakteristik byly pouzity nasledujici
symboly:
e N — Cetnost souboru
e X - vybérovy primer
e Sx—smeérodatna odchylka
e Vx— variacni koeficient
e Min — minimalni hodnota

e Max — maximalni hodnota
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6. Vysledky a diskuze

6.1. Hodnoceni sledovanych ukazatelii ejakuldtu hirebct

Zpracovano bylo celkem 75 vzorki ejakulatu od 12 hiebctd, ktefi byli
zafazeni do inseminace Cerstvym spermatem pro pripoustéci sezonu 2018. Vek
hiebcti se pohyboval v rozmezi 3-21 let, pfi¢emz pramérny vék hiebct byl 9,32.

Z tabulky 1 vyplyva, Ze plodnost se u zkoumanych vzorkii pohybovala mezi
hodnotami 30,00-74,03 %, pficemz prumérna plodnost byla 56,19 %. Dle VARNERA,
(2008) by meéla plodnost dosahovat 75 %. Ani jeden ze zkoumanych vzorkl tuto
hranici nesplituje. Celkova motilita spermii se pohybovala v rozmezi 30,30-99,98 %
s prumérem 78,07 %. LOVE, (2012) uvadi, ze celkovd motilita by méla dosahovat
alesponn 65 %. U zkoumanych vzorkl byla tato hodnota v priméru vyssi, nez je
pozadované minimum. Celkova progresivni motilita méla rozmezi 2,67-77,55 %,
S primérnou hodnotou 38,35 %. Doporu¢end minimalni hodnota celkové progresivni
motility je dle LOVE, (2012) minimalné 45 %. Dle GAMCIiKA A KOZUMPLIKA et al.,
(1984) by meéla byt tato hodnota minimalné¢ 60 %, protoze je v kladné korelaci
s plodnosti. Této hodnoty priimér zkoumanych vzorkl nedoséhl. Zastoupeni rychlych
spermii se pohybovalo mezi 1,54-71,69 %, pramér byl 27,30 %. U stfedné rychlych
spermii bylo zjisténo rozmezi 4,29-45,10 % a primérna hodnota 21,27 %. Rozmezi
pomalych spermii se pohybovalo mezi 6,73-54,55 %, pramér byl 29,50 %. Daéle byla
zjiSténa rychla progresivni motilita, a to 0,40-42,11 % s primérnou hodnotou
13,43 %. Sttedné rychld progresivni motilita byla 2,15-50,13 %, primér 24,92 %.
Posledni zjisténou hodnotou bylo procento neprogresivnich spermii, a to 15,42—
66,47 %, pramér 39,72 %.

SIMONIK et al. (2015) potvrzuji, Zze ejakulat se skliadd z heterogennich

populaci spermii — pomalych, stfednich a rychlych spermii.
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Tabulka 1: Zakladni sledované ukazatele ejakulatu hiebci

Plodnost 75,00 56,19 30,00 74,03 102,24 10,11
MOT 75,00 78,07 30,30 99,98 263,96 16,25
PMOT 75,00 38,35 2,67 77,55 312,34 17,67
RAP_MOT 75,00 27,30 1,54 71,69 277,75 16,67
MED_MOT 75,00 21,27 4,29 45,10 73,58 8,58
SLOW_MOT 75,00 29,50 6,73 54,55 116,30 10,78
RAP_PMOT 75,00 13,43 0,40 42,11 79,95 8,94
MED_PMOT 75,00 24,92 2,15 50,13 123,12 11,10
NONP 75,00 39,72 15,42 66,47 141,11 11,88

Zkratky: MOT — celkova motilita;, PMOT — progresivni motilita; RAP_MOT — rychlé spermie;
MED_MOT - stredné rychlé spermie; SLOW_MOT — pomalé spermie; RAP_PMOT — rychlé
progresivni spermie; MED_PMOT - stfedné rychle progresivni spermie; NONP — neprogresivni

spermie

6.2. Hodnoceni vztahu plodnosti a rychlostnich frakci spermii

U sledovanych vzorkt byl dale vyhodnocen pomoci korela¢ni analyzy vztah
mezi plodnosti a procentudlnim zastoupenim jednotlivych rychlostnich frakci
spermii, a téz vliv véku na procentualni zastoupeni jednotlivych rychlostnich frakei
spermii.

Z vysledkli uvedenych v tabulce 2 je patrné, Ze byla urCena statisticky
vyznamna kladna korelace mezi plodnosti a rychle se pohybujicimi Spermiemi.
Korelac¢ni koeficient mezi plodnosti a rychlymi spermiemi se rovnal 0,34, coz
dokazuje hypotézu, Ze nejvyssi plodnost byla zjisténa u hiebetl s nejvétsim podilem
rychlych spermii v ejakulatu. Naopak statisticky vyznamna zaporna korelace byla
zjisténa mezi plodnosti a pomalymi spermiemi. Tento korela¢ni koeficient byl -0,25.
To znamena, Ze plodnost byla nejhorsi u hiebel s nejvétsim zastoupenim pomalych
spermii v ejakuldtu. U progresivni motility vySel korela¢ni koeficient 0,32, tudiz je
statisticky prokazano, Ze plodnost neni zavisla jen na rychlosti, ale téZ na progresi.
Z hodnot progresivni motility vySel nejvyssi korelacni koeficient u stfedné rychle
progresivnich spermii, a to 0,29.

Vztah mezi pomalymi, stfednimi a rychlymi subpopulacemi spermii a

fertilitou in vivo je nejasny, nicméné v praci GIBB et al. (2014) je zdiraznén
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pozitivni vztah rychle se pohybujicich spermii a plodnosti klisen. Také JASKO et al.
(1990) zjistili vyznamnou korelaci mezi parametry motility a plodnosti. Ve své studii
uvedli, ze u progresivni motility spermii se stfedni rychlosti bylo zjisténo vétsi
procento zabiezavani. Dle NEWCOMBA, (1999) se snizilo zabfeznuti po inseminaci
pfi pouziti spermatu s nizkou motilitou. VOSS, (1981) tvrdi, ze ackoli je vztah mezi
motilitou a plodnosti u hiebcti $patny, pohyblivost spermii a kvalita pohybu spermii
jsou stale nejspolehlivéjsimi odhady v praxi.

Mezi vékem a procentudlnim zastoupenim jednotlivych rychlostnich frakci
spermii vySel statisticky vyznamny zaporny korelaéni koeficient u rychlych
progresivnich spermii, a to -0,26. Tim bylo statisticky prokazano, ze se zvysujicim se

veékem hiebcti se snizuje mnozstvi rychlych progresivnich spermii v ejakulatu.

Tabulka 2: Korelace mezi jednotlivymi sledovanymi ukazateli (p < 0,05)

Priméry Sm.odch. Plodnost MOT ~ PMOT RAP_MOT MED_MOT SLOW_MOT RAP_PMOT MED_PMOT NONP Veék

Plodnost 56,19 10,11 1,00 0,20 0,32 0,34 0,03 -0,25 0,27 0,29 -0,20 0,08
MOT 78,07 16,25 0,20 1,00 0,76 0,69 0,64 -0,06 0,53 0,78 0,24 0,17
PMOT 38,35 17,67 0,32 0,76 1,00 0,94 0,40 -0,63 0,85 0,91 -0,45 0,19
RAP_MOT 27,30 16,67 0,34 0,69 0,94 1,00 0,18 -0,65 0,84 0,82 -0,46 0,20
MED_MOT 21,27 8,58 0,03 0,64 0,40 0,18 1,00 0,11 0,05 0,60 0,28 0,02
SLOW_MOT 29,50 10,78 -0,25 -0,06 -0,63 -0,65 0,11 1,00 0,55 0,57 0,85 0,04
RAP_PMOT 13,43 8,94 0,27 0,53 0,85 0,84 0,05 -0,55 1,00 0,55 0,55 -0,26
MED_PMOT. 24,92 11,10 0,29 0,78 0,91 0,82 0,60 0,57 0,55 1,00 0,28 0,10
NONP 39,72 11,88 0,20 0,24 -0,45 -0,46 0,28 0,85 0,55 0,28 1,00 0,05
Vek 9,32 5,99 0,08 0,17 -0,19 0,20 0,02 0,04 -0,26 -0,10 0,05 1,00

Pozn.: cervené zvyraznéné korelacni koeficienty jsou pritkazné (p < 0,05)

Dalsi podrobné hodnoceni se tykd rychlych spermii, jelikoZz se prokézala
nejvyS§i mira zavislosti mezi touto proménnou a plodnosti. Nejprve byla tato
zavislost hodnocena regresni analyzou, jejiz vysledek je v Grafu 1. Regresni rovnice,
charakterizujici ptimku v grafu 1, ma tvar:

Plodnost (%) = 50,57 + 0,21 * RAP_MOT
Tato rovnice vysvétluje pouze 11 % variability zévisle proménné. Vyplyva z ni, ze

pokud se zvysi podil rychlych spermii o 5 %, tak plodnost stoupne o 1 %.
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Graf 1: Graf pfimky popisujici zavislost plodnosti na podilu rychlych spermii v ejakulatu
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6.3. Porovnani podilu rychlych spermii u jednotlivych hiebct

Pomoci jednofaktorové anovy byla hodnocena otazka rozdilnosti jednotlivych

hiebcil z hlediska podilu rychlych spermii v ejakulatu. Na hladin€ spolehlivosti 0,05

byla zamitnuta nulova hypotéza, Ze se jednotlivi hiebci mezi sebou nelisi. Z grafu ¢.

2 je patrny rozdil mezi primérnym procentualnim zastoupenim rychlych spermii u

sledovanych jedinct, ktery je statisticky prikazny (p-hodnota < 0,01). To, ze byly

mezi jednotlivymi hiebci vyznamné rozdily, mize byt zplisobeno mnoha faktory.

Nejvice rychlych spermii v ejakulatu mél hiebec welsh part-bred, naopak nejméné

rychlych spermii bylo ve vzorku hiebct ¢islo 9 (KWPN) a 10 (norik).
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Graf 2: Priitmérné zastoupeni rychlych spermii v ejakulatu jednotlivych hit‘ebcu
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V tabulce ¢. 3 je zobrazen vysledek mnohonasobného porovnani procenta
rychlych spermii U jednotlivych hiebct. Nejvice rychlych spermii, a to 51,36 %, m¢l
hiebec welsh part-bred a pritkazné nejvyraznéji se lisil od norického hiebce (5,82 %)
a hiebce KWPN ¢islo 9 (3,14 %). Tito dva hiebci vykazovali nejmensi zastoupeni
rychlych spermii ve vzorku. DOWSETT a KNOTT, (1996) uvadi, Ze jednim z faktord,
ovliviujici rozdily v mnozstvi 1 kvalité ejakulatu, je vék a plemeno hiebce. Naptiklad
zjistili, Zze chladnokrevni hiebci maji sice vetsi pocet spermii v ejakulatu, ale nizsi
motilitu spermii nez teplokrevni hiebci. Ze maji chladnokrevni hiebci mensi
procento progresivné motilnich spermii potvrzuje i STOUT a COLENBRANDER, (2011).
Téz PARLEVLIET et al., (1994) tvrdi, Ze je priikazny rozdil mezi vlastnostmi ejakulatu
taznych a jezdeckych typt hiebct. Toto bylo potvrzeno i v této praci. Jedno
z nejnizsich procent rychlych spermii mél noricky hiebec Cislo 10. DOWSETT a
PATTIE, (1982) ve své praci zminuji, ze pony hifebci maji nejhorsi reprodukéni
vlastnosti ejakulatu. Tato prace dosla k opacnému vysledku. Nejvice rychlych
spermii mél ve vzorku hiebec welsh part-bred. Tento hiebec mél i druhé nejvyssi

procento biezosti.
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Tabulka 3: Mnohonasobné porovnani jednotlivych hi'ebcii z hlediska procenta rychlych spermii

HSD pfi nestejnych N; proménna Rapid

Pfiblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy

Chyba: meziskup. PC = 135,57, sv= 61,000
. Hrebec {1} {2 {3 {4} {5} {6} {7} {8} {9} {10y | {113 {12}
C. buriky (27,73) | (29,58) | (35,40) [(40,35)( (14,02) | (22,88)] (25,66) | (39,27) | (3,14) | (5,82) | (34,65) | (51,36)
1 H1 1,00 0,98 0,92 0,78 1,00 1,00 0,78 0,02 0,49 1,00 0,08
2 H2 1,00 1,00 0,97 0,62 0,99 1,00 092 001 036 1,00 0,15
3 H3 0,98 1,00 1,00 0,17 0,68 0,91 1,00 0,00 0,10 1,00 0,58
4 H4 0,92 0,97 1,00 0,08 0,61 0,82 1,00 0,00 0,03 1,00 0,97
5] H5 0,78 0,62 0,17 0,08 0,99 0,91 0,05 094 1,00 0,21 0,00
6 H6 1,00 0,99 0,68 0,61 0,99 1,00 029 015 081 0,90 0,01
7 H7 1,00 1,00 0,91 0,82 0,91 1,00 0,57 0,06 0,63 0,99 0,04
8 H8 0,78 0,92 1,00 1,00 0,05 0,29 0,57 0,00 0,04 1,00 0,89
9 H9 0,02 0,01 0,00 0,00 094 0,15 0,06 0,00 1,00 0,00 0,00
10 H10 0,49 0,36 0,10 0,03 1,00 0,81 0,63 0,04 1,00 0,12 0,00
11 H11 1,00 1,00 1,00 1,00 0,21 0,90 0,99 1,00 0,00 0,12 0,51
12 H12 0,08 0,15 0,58 0,97 0,00 0,01 0,04 0,89 0,00 0,00 0,51

ROUSSET et al., (1986) ve své praci potvrzuje nejen prukazny vliv plemene na
vlastnosti ejakuldtu, ale navic uvadi prikazny rozdil i mezi jednotlivymi hiebci
v ramci jednoho plemene, coz se potvrdilo i v této praci. Dle vyzkumu GOTTSCHALK
et al., (2016) vykazuji angloarabsti hiebci nejvyssi pocet progresivnich spermii ze
vSech zkoumanych teplokrevnych i chladnokrevnych plemen a co se tyce veku,
nejvetsi procento progresivnich spermii se nachazelo u teplokrevnych hiebcti mezi
3 — 6 roky a u chladnokrevnych hiebct mezi 7 — 18 roky. Tyto idaje potvrzuje téz
AMANN et al., (1987), naopak je vyvraci DOWSETT a KNOTT, (1996), ktefi udavaji, ze
od 10. roku klesa kvalita ejakulatu hiebcti. Z toho je patrné, Ze veék a plemeno hiebce
ma velky vliv na kvalitu ejakulatu. DalSim z mnoha faktorti ovliviiujicich kvalitu
ejakulatu je spravna funkc¢nost a velikost varlat nebo genetické zaloZeni jedince. Jako
ptiklad uvadi GOTTSCHALK et al., (2016) rynského chladnokrevnika, pro kterého je
typickd niz8i progresivni motilita. Kvalitu ejakulatu ovliviiuje dale ro¢ni obdobi,
spravny odbér a manipulace s ejakulatem po odbéru a frekvence odbéra. Dle JANETT
et al., (2003) bylo nejvétsi procento motility u hiebcli zjisténo v zimé, na jafe a na
snizuje s prodluzujici se dobou po odbéru. Dochazi k degeneraci spermii, pii které se
snizuje rychlost pfimocarého pohybu. Frekvenci odbérti doporucuji autoii PICKETT et
al., (1989) a SIEME et al., (2004) jednou za dva dny. Pii této frekvenci byla
prokdzana lepsi kvalita ejakulatu nez pii kazdodennim odbéru. Druhé nejvyssi

zastoupeni rychlych spermii mél hiebec plemene shagya-arab (40,35 %), nasledovan
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hiebcem ¢. 8 plemene KWPN s 39,27 %, kteti se také prikazné lisili od hiebct ¢. 10
(norik) a 9 (KWPN).

6.4. Hodnoceni inseminac¢niho indexu jednotlivych hiebcii

Nasledujici podkapitola se zabyva vysledky zabiezavani Kklisen. Bylo
vyhodnoceno procento zabiezlych klisen po jednotlivych hiebcich a inseminacéni
index. Dale bylo sledovano, ktery hiebec mél nejvice inseminovanych klisen a ve
kterém mésici skoncili chovatelé klisen s pfipousténim.

Z nasledujiciho grafu ¢. 3 je patrné, ze mezi nejvice vytizené hiebce patfili
hiebci plemene KWPN. Hiebcem ¢islo 7 (KWPN) bylo inseminovano celkem 80
Klisen a hiebcem ¢islo 6 (KWPN) 72 klisen. Naopak mezi nejméné zadané hiebce
patiil hiebec plemene shagya-arab a CMB. Hiebcem plemene shagya-arab bylo
inseminovano pouze 7 klisen a hiebcem plemene CMB 8 klisen. Zajimavym udajem,
ktery lze zjistit z téchto grafi, je to, kolik chovatelli vyuzilo po neuspésné inseminaci
dal$i moznost ptipousténi. Napiiklad pii porovnani KWPN hiebct ¢islo 7 a 6 bylo
zjisténo, ze u hiebce Cislo 6 vzdalo naslednou inseminaci 24 % chovatelti, zatimco u
hiebce ¢islo 7 skoncili s inseminacemi po prvnim nevydareném pokusu pouze 4 %
chovateli. Jednim z moznych divodid mize byt skute¢nost, ze inseminacni davka
hiebce ¢islo 7 je drazsi v porovnani s ostatnimi hiebci. Poplatek za dal$i insemina¢ni
davky je tak zanedbatelny a z ekonomického hlediska se chovateli vyplati udélat
maximum pro Uspé€$né zabifeznuti. DalSim pravdépodobnym divodem ukonceni

inseminace po neusp&$ném pokusu by mohl byt i konec ptipoustéci sezony.
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Graf 3: Poéty inseminovanych klisen po jednotlivych hiebcich (ano = zabf¥ezla, ne = nezabiezla

a byla opét inseminovana, ne_N = nezabi‘ezla a dalsi inseminace neprobéhla)
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V tabulce ¢islo 4 je zaznamenano procento biezich klisen po 1., 2. a 3.
inseminaci. Jak je mozné vidét v tabulce, nejhor$i primérnéd biezost byla po prvni
inseminaci (14 %). Nejvyssi procento biezich klisen bylo po druhé inseminaci
(24 %). Z jednotlivych hiebcti mél nejvyssi procento biezosti hiebec welsh part-bred
(29 %). Nejhiife dopadli hiebci plemene shagya-arab, norik a ¢eskomoravsky belgik.
Ti méli procento biezich klisen po prvni inseminaci 0 %. Jak uz bylo napsano vyse,
hiebec plemene welsh part-bred mél nejvyssi procento rychlych a nejmensi procento
procentem rychlych spermii a s nejvy$s§im procentem pomalych spermii. Tyto udaje
znovu potvrzuji kladnou korelaci mezi zastoupenim rychlych spermii v ejakulatu a
plodnosti.

Ovsem jak uz bylo feceno, dobré zabtfeznuti ovliviiuje mnoho vnitinich i
vngjsich faktori, ne vzdy je chyba na stran¢ hiebce. Vliv na zabfeznuti miize mit
napiiklad doba mezi odbérem a vlastni inseminaci. GAMCIK A KozUMPLIK et al.
(1984) doporucuji, aby bylo natfedéné sperma pouzito do 30 minut od jeho ziskani.
To znamend, Ze vyslednd plodnost a parametry ejakulatu mohou byt negativné
ovlivnény piepravou na del§i vzdalenosti. Dulezity faktor, ovliviiujici dobré
zabfeznuti, je sdm chovatel. Ten by m¢l zajistit spravnou detekci fije, kvalitni krmeni
a péci o klisnu a v neposledni fadé zamezit nadmérnému stresu klisny. STRUPL et. al
(1983) uvadi, ze je velmi dulezité zajistit klisn¢ dostatek bilkovin, vitamini a
mineralnich latek. Dle KUDLACE (1995) je asi 30 % jalovosti zavinéno lidskym
faktorem. V neposledni fadé biezost ovliviiuje téz kvalifikovanost insemina¢niho

technika.
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Tabulka 4: Procento biezosti po 1., 2. a 3. inseminaci

Inseminace

Hrebec 1. 2. 3.
1 21 23 30
2 19 24 14

3 11 25 32
4 0 14 40

5 10 11 13

6 19 43 6

7 25 19 17
8 19 17 28

9 16 18 9

10 0 25 0
11 0 29 50
12 29 44 33
Primér 14 24 23

Na grafu ¢islo 4 je zobrazeno, v jakém mésici ukoncili chovatelé zapousténi
po netspésné inseminaci. Je patrné, Ze 38 % chovateltl piestalo zapoustét svoji klisnu
v ¢ervnu a 18 % chovatelll v kvétnu. Z toho se lze vyvodit zavér, Ze divodem pro
skonCeni zapousténi nebyl konec piipoustéci sezony, coz je konec Cervence, ale
rozhodnuti chovatell. Z toho vyplyva, ze jednim z dilezitych faktorti, ovliviiujicich

uspesné zabteznuti, je sam chovatel.

Graf 4: Mésic ukondeni pripousténi
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1. Zavér

Cilem této prace bylo porovnat ejakulaty riznych hiebcti z hlediska podilu
jednotlivych frakci spermii, vytvofenych podle rychlosti pohybu spermii, a tyto
vysledky porovnat s urovni zabfezavani klisen po inseminaci. Objektivni metodou
CASA Dbylo zhodnoceno 75 vzorku ejakulatu od 12 hiebeti ze Zemského hiebCince
v Pisku, ktefi byli v pfipoustéci sezoné 2018 zatfazeni do inseminace cerstvym
spermatem.

V ramci objektivniho hodnoceni sledovanych ukazateli byly zjiStény
nasledujici hodnoty. Celkova motilita spermii se pohybovala v rozmezi 30,30-99,98
% (pramér 78,07 %). Doporucena hranice je alespont 65 % motilnich spermii a ta
byla u zkoumanych vzorkl v priiméru vyssi. Progresivni motilita byla 2,67—77,55 %
(pramér 38,35 %). Minimdalni doporuceny podil progresivné motilnich spermii je
45 %. Této hodnoty primér zkoumanych vzorkd nedosahl. Z pohledu jednotlivych
rychlostnich frakci byl ve sledovanych vzorcich nejvétsi primérny podil pomalych
spermii (29,50 %), nasledoval primérny podil rychlych spermii (27,30 %) a nakonec
primémy podil stfedné rychlych spermii (21,27 %). Co se ty€e jednotlivych
rychlostnich frakci u progresivni motility, nejvétsi primérné procentudlni zastoupeni
mély neprogresivni spermie (39,72 %), nasledovalo primérné zastoupeni stfedné
rychlych progresivnich spermii (24,92 %) a nejmensi procentudlni podil mély rychlé
progresivni spermie (13,43 %). Plodnost se pohybovala mezi hodnotami 30,00—
74,03 % (pramér 56,19 %). Ztohoto udaje vyplyva, Zze plodnost u zkoumanych
hiebcti byla nizka a ani Vv jednom pfipad¢é nebyla piekrocena doporucena hranice
75 %.

Byla prokazana kladna korelace (r=0,34) mezi plodnosti a podilem rychlych
spermii v ejakulatech hiebcti. To znamenda, Ze nejvyssi plodnost byla zjisténa u
hiebcii s nejveétsim podilem rychlych spermii v ejakuldtu. Pro GspéSné zabieznuti
klisny je proto nejvyznamnéj$im parametrem procento rychlych spermii v ejakulatu.

Dale byl prok4zan vyznamny vliv hiebce. Z jednotlivych hiebcli mél nejvyssi
podil rychlych spermii plemenik welsh part-bred (51,36 %). Tento jedinec m¢l i
nejvyssi procento biezich klisen po prvni inseminaci (29 %). Nejméné rychlych
spermii mél plemenik KWPN (3,14 %). Procento biezich klisen po prvni inseminaci

36



u tohoto hiebce bylo 16 %. Nejvice klisen zabiezlo po 2. inseminaci, a to 24 %
V porovnani s 1. a 3. inseminaci, pfi kterych bylo dosazeno v priméru 14 % a 23 %.
Mezi nejvice vytizené hiebce patiil plemenik KWPN s poctem 80 inseminovanych
Klisen. Naopak nejméné zadany byl hiebec plemene shagya-arab s poctem 7
inseminovanych klisen za pfipoustéci sezonu. DalSim zajimavym zjisténim bylo, ze
mnoho chovateli ukoncilo zapousténi po prvni netispé$né inseminaci. Napiiklad u
jednoho z hiebct plemene KWPN vzdalo dal$i inseminace 24 % chovatell. Nejvyssi
procento ukonéeni pfipousténi bylo v ¢ervnu, divodem tedy nebyl konec pfipoustéci

sezony, ale rozhodnuti chovatelt.

Na zakladé zjisténych vysledk lze doporucit, ze ejakulaty jednotlivych
hiebcl by mély byt pravidelné vysettovany z hlediska jejich kvality. Hiebci s nizkym
procentem motilnich spermii by z inseminace méli byt vyfazeni, pfipadné by dana
situace méla byt feSena. Usp&sné zabieznuti klisny je viak kromé kvality ejakulatu
ovlivnéno mnoha dal§imi faktory. V tomto sméru je velmi vyznamna cinnost

chovatele.
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