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ABSTRACT

Target of our study was to analyze the turkey sp&vapa motility parameters culturedvitro at
laboratory temperature (22 °C) and cool milieu elicg (4 °C) and to analyze the spermatozoa
motility in turkey semen diluted with physiologicablution as well as commercial diluent and
subsequently culturerh vitro in cool milieu (4 °C) in time periods 0, 30, 60,, 420, 150, 180
minutes, whereby a motility of samples diluted wittmmercial diluent and physiological solution
was analyzed after 24 hours. The motility was aeiteed using the SpermVisicdBASA system.
After the semen dilution with physiological soluticand subsequent culture at laboratory
temperature and at cool condition a significantrel@se of spermatozoa motility at laboratory
temperature was detected from Time 0 (94.15%]}hél 180 minutes of culture (53.91%). At the
cool milieu this difference was lower (95.41 and8B36, respectively) and the differences were
significant from the 30 minutes of culture till 18@inutes. Similar tendency were found for
progressive spermatozoa motility, velocity curviee | amplitude of lateral head displacement, beat
cross frequency, where significantly higher raterevmeasured after 30 minutes of culture at
lower temperature. The spermatozoa motility betwsemples cultured in physiological solution
and commercial diluent was in both groups very hega for 90 minutes of culture. Subsequently,
significantly higher spermatozoa motility was détecat time periods 120, 150 and 180 minutes of
culture in commercial diluent. Also after 24 hothe motility was higher in this group. Progressive
spermatozoa motility replicates the tendency afltepermatozoa motility. Significant decrease in
the parameters — velocity curved line and amplitafiéateral head displacement; were detected
between samples after 90 minutes of cultivationphysiological solution. Any significantly
differences were detected — in beat cross frequeaftgr 24 hours this parameter was significant
higher in sample with commercial diluent.
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uvoD

Domaéace morky su intenzivnéaghtené a chované predovSetkym na vahu a telovipdaigiu.
ZlepSenie tychto vlastnosti je badae, ale zlep$i reprodukné charakteristiky je Veni tazké.

Z tohto ddévodu je dolezité vykonavanie efektivnefiberu ejakulatov na zéklade kvality, pretoze
umeld insemin&cia (Al) vyzaduje vysoko kvalitnérspie ziskané od individualnych samcov. Ako
uvadza Hocking (2009) uskladnenie ejakulatu momiaje vyuzivané v komenych chovnych
prevadzkach, alecinnog’ tychto systémov v udrziavani schopnosti fertiligaspermiiin vitro
posas 24 hodin uskladnenia je miziva, v porovnanijsov@dom Zivého organizmu, ktory moze
udrza schopnos fertilizacie spermii pgas mnohych tyatbv. Aby hydinarsky priemysefazil

z modernych technik umelej inseminacie, je nutnéawspe usklatiovanie ejakulatu hydiny
(Dumpala et al., 2006).

Viacero faktorov zohrava doélezitu Glohu v udrziavewality ejakulatu pdas uskladnenia. Hlavni
Ulohu maju riedidla pouzivané pre vyuzitie ejakulatpodmienky uskladnenia ako naprikézad,
prevzdusiovanie a udrziavacia teplota. Je zname, Ze potodilispermii a fertilizana schopnas
nezriedenéhgistého vté&ieho ejakulatu uskladnenéhovitro sa obyajne znizuje v ramci 1 hodiny
po odbere. Z toho dévodu, pre uskladnenie ejakwitkov, je vémi dolezity typ riedidla a teplota

uskladnenia pre zabranenie znizovania kvality spegibumpala et al., 2006).

Uskladnenie spermii v chladnejSich podmienkach uw@iz metabolizmus a udrziava ich
zivotaschopnas po dlhSi ¢as. Metabolizmus spermii nie je Uplne zastavenyapotekutého
uskladnenia pri znizenej teplote. Hlavné zmenyrétonastant zahuju ireverzibilné znizenie
pohyblivosti, morfologickej celistvosa fertility spermii (Maxwell a Stojanov, 1996).sKuta@nosti
je uskladnenie ejakulatu vzdy sprevadzané zhorSewmality spermii a fertility.Negativny @inok
na kvalitu spermii u tekutéhmm vitro uskladnenia ejakulatu moriakov, ktory suvisi sgnel

vplyvom na fertilitu, potvrdili vo svojej StadiiDonoghue a Wishart (2000).

Pre dIhSie uchovanie ejakulatov vtakov boli vyvinainohé riedidl§Akcay et al., 2006). i&ina
Z nich su stné roztoky vhodné pre priame preZzitie spermie,gaeeposkytuji osmoticky tlak (330
— 400 mOsm) a pH (7,0 — 7,4) identické so sememptexmou (Thurston, 1995). Riedidla by mali
taktieZ obsahowardzne energetické substraty. Z toho dévodu slidliégouzivané pre ejakulat
hydiny obohatené o libhydraty (glukéza alebo fruktéza) a v inych kompuoeh pravdepodobne
poskytuju energiu (citrat, glutamat, octan) (Thomst1995). VacSina riedidiel poskytuje energiu
pre metabolizmus a timivi kapacitu. Bunky spermajimtendenciu formovasa do zhlukov
zamotanych mas v hustontistom semene. Semenné riedidla zabja tomuto zhlukovaniu
riedenim vonkajSej koncentracie, ako aj &rjli metabolickl aktivitu spermii a zlepSuju ich
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pohyblivos’. Z praktického badiska zmensSuju get pozadovanych samcov a celkové naklady

(Semen Quiality, 2007).

Dlhodobé usklatiovanie motacieho ejakulatu mé vyznamny ekonomicky dopad peodekiné
a manazérske programy chovu moriek.I6m naSej prace bolo &t vplyv teploty kultivacie ako

aj riedidla na pohyblivasspermii moriakov v réznycéasovych obdobiach.

MATERIAL A METODIKA
Biologicky material

V praci sme hodnotili ejakulaty ziskané masirovamithmoriakov linie Big 6 (BUT — British
United Turkeys Ltd., Chester, UK). Vzorky ejakul&a ihnd po odbere riedili riedidlami — jedna
vzorka fyziologickym roztokom (Sodium Chloride 0,9%4v intravenous Infusion Bieffe, Birffe
Midetal S.p.A., Grosotto, Taliansko) a druh& vzori&hodne vybranym kom#ym riedidlom,
v pomere jedna ku dvom (1 diel ejakulatu a 2 diidglidla).

Priprava vzoriek

Ejakulaty sa po prenose do laboratéria pred analynoseli opatovne rietli pretoze ejakulat
moriakov obsahuje vysoké koncentracie spermii. Hfdaksa preto opatovne riedil fyziologickym
roztokom a komenym riedidlom,v pomere 50um ejakulatu a 100Qm riedidla, takze finalne
riedenie pri analyze bolo 1:40. Z kazdého zriedengjakulatu sme pripravili dve vzorky, ktoré
boli ozna&ené ako c/c —riedené fyziologickym roztokom a c/dedené komeénym riedidlom,

a boli umiestnené do chladhy s teplotou 4°C. Pohyblivésa hodnotila a porovnavala pri teplote
4°C v¢asovych intervaloch 0, 30, 60, 90, 120, 150 a 1B@ina 24 hodin.

Z ejakulatu zriedeného pri odbere fyziologickymtob@m sme si pripravild’alSie dve vzorky,

z ktorych jedna bola kultivovana pri laboratérneplbte (22°C) a druh& vzorka bola viozena do
chladniky, kde sa udrziavala teplota 4 °C. Pohyblivea hodnotila a porovnavala pri laboratornej
a pri zniZzenej teplote v siedmye¢hsovych obdobiach a to: 0, 30, 60, 90, 120, 158Carinut.

V experimente sme vykonali 6 opakovani.

Analytickd metéda

Na hodnotenie pohyblivosti spermii sme pouzili CA2omputer — Assisted Sperm Analysis —
analyza pohyblivosti spermii pitacovou technikou) systém SpermVision (Minitib, Tidjaoh,
SRN) s mikroskopom Olympus BX 51 (Olympus, Japohsk@zdu vzorku sme umiestnili do
pasitacej komérky Makler Counting Chamber fokou 10um (Sefi-Medical Instruments, SRN)
a nasledne umiestnili do zornéholaoV kazdej vzorke sme sledovali nasledovné paramet
percento pohyblivych spermii (%), percento progmesipohyblivych spermii (%); VCL (velocity
curved line) — kriveiara rychlog (um.s') [¢asovo—zavisla pohyblivéshlavicky spermie pozid
aktualnej kriv@iarej drahy ako vnimané dva rozmery pod mikroskopotttH (amplitude of
lateral head displacement) — amplitida laterain@hmného) premiestnenie hlaky (um.s?)
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[Stupei laterdlneho premiestnenia hléky spermie okolo priemernej drahy. ALH méZzetby
vyjadrend ako maximélna alebo priemerna hodnoBTR (beat cross frequency) — frekvencia
krizovych uderov (Hz) [frekvencia pri ktorej VCLikuje VAP (velocity average path) priemerna
drahova rychlos (um.sh)]. Vramci kazdého merania systém CASA vyhodngtidrametre
pohyblivosti z miniméalne 8 poli komérky Makler Cding Chamber.

Na porovnanie vysledkov CASA analyzy v jednotlivigdsovych obdobiach pri sledovani vplyvu
teploty sme pouZili Statisticky Scheffeho test. forovnavani vysledkov vplyvu veku na motilitu
sme pouzili Standardny Statisticky Studentetest. Preukaznésozdielov sme hodnotili na hladine
preukaznosti p<0,05; 0,01 a 0,001. Pri jednotlivyobraniach sme zaznamenavali priemernu
hodnotu (x), minimalnu (min) a maximéalnu (max) hotln smerodajnd odchylku (SD) a vaiig
koeficient (cv).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Ssasné metddy uskl@advania spermii sadnné len pre kratke periddy a je nutné ich vylegSov
Jednou z podmienok nutnych pre uskladnenie ejakifatitro je nizka teplota, oliajne 2 — 5°C.
Pouzitie nizkej teploty v kombinacii s ochrannym dioén, obsahujicim glykolytické substraty
a sprostredkujacim cyklus kyseliny citrénovej, jedostaténé na zaréenie dlhodobéhdn vitro
prezitia motacich spermii (Douard et al., 2000).

Vplyv rozdielnych tepl6t na motilitu spermif

Giesen a Sexton (1983) sledovalinok teploty skladovania na mi@cie spermie po 18 hodinach
kultiviacie. Ejakulat bol uchovavany pri teplotach 1%, 25 a 35°C. Pohyblivosspermii medzi
neskladovanou kontrolou a vzorkami drzanymi pri Gi€bola odliSna (62 vs. 64%). Vzorky
skladované pri 15 a 25°C mali pohyblivo$0 — 8%. Vzorky drzané pri 35°C po 18 hodinach bol
nepohyblivé.

Z naSich dosiahnutych vysledkov vyplyva, Ze spermpé riedeni (fyziologickym roztokom)
a kultivované v chlade pri teplote 4°C vykazuju Siep hodnoty oproti hodnotdm spermii
kultivovanych pri laboratérnej teplote. &atotna pohyblivos v éase 0 nebola preukazne rozdielna
u vzorky kultivovanej v laboratornej teplote (94%pa chladenej vzorky — 95,42% (Tdka 1).
Preukazny rozdiel (p<0,001) je vSak uz babfatepo 30 mindtach kultivacie, kde spermie
kultivované pri nizkej teplote mali pohyblivb90,25% a spermie kultivované pri teplote 22°C mali
pohyblivos’ 82,35%. Tento rozdiel sa neustale zvySuje postigmjc¢asom kultivacie. U vzorky
uskladnenej v chlade bol pozorovany len mierny @ell@as celej doby kultivacie. Ziay pokles
(12%) bol zisteny u vzorky uchovéavanej pri laborag) teplote uz po 30 minutach.

Kottowska et al. (2006) vo svojej praci uvadzaj percentualny podiel pohyblivosti spermitas
2,5 a 24 hodinového uskladnenia ejakulatu moriakotalade (4 — 7°C) je podobny (okolo 70%)
a vyznamny pokles nastava po 48 hodinach. Dobadis&hia spdsobuje staly pokles charakteristik
pohyblivosti spermii spojeny s oboma ryctilsi pohybu (VCL a VAP) a trajektérie pohybu
(VSL, LIN). V rovhakom¢asu neboli najdené ziadne zmeny v BCF.
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V naSej préaci bola pohyblivésspermii po 2,5 hodine 54,61% u spermii kultivow@nypri teplote
22°C a 84,08% pri teplote 4°C. Rozdiel medzi naSuysledkami po 2,5 hodinovej kultivacii
spermii mohol by spésobeny tym, Ze Kottowska et al. pouZzivali pedeni ejakulatu pred
analyzou riedidlo Ovodyl (IMV, I"Aigle, France) ayrsme ejakulat riedili fyziologickym roztokom
(Sodium Chloride 0,9% wi/v intravenous Infusion BéefGrosotto, Taliansko).

Tabuka 1: MOT [%] —pohyblivog spermii pri odliSnych teplotach v jednotlivyddsoch

Cas [min.] min | max | X | sd | cv
Fyziologicky roztok; laboratérna teplota
0 83,72 99,28 94,15 3,81 4,04
30 57,97 97,44 82,35 10,46 12,70
60 25,52 96,36 72,50 16,28 22,46
90 47,55 83,96 68,85 9,50 13,80
120 35,56 90,59 66,08 15,37 23,25
150 18,68 86,57 54,61 16,42 30,07
180 29,79 80,61 53,91 12,49 23,17
Fyziologicky roztok; chladni¢ka

0 85,20 99,72 95,42- 3,28 3,44
30 76,57 98,41 90,25*** 5,51 6,11
60 78,63 98,57 90,86*** 5,95 6,55
90 66,48 97,57 86,33*** 8,37 9,70
120 63,82 93,00 80,70*** 7,74 9,59
150 67,76 95,03 84,08*** 6,39 7,60
180 66,66 88,51 78,86*** 5,90 7,48

min — minimum; max — maximum; x — priemer; sd —red&na odchylka; cv — varigany koeficient
(%); preukazné rozdiely *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,01; neupreukazny rozdiel — p>0,05 (platné
pre vSetky tabiky).

Analyzou percenta progresivne pohyblivych spernfR@) sme zistili identicky pokles
pohyblivosti od¢asu 30 minGt az po 180 minut s preukaznym rozdie{pr®,001) v prospech
chladenej vzorky. \tase 0 nebola progresivna pohyblivogo vzorkach preukazne rozdielna
(81,20 ku 82,22%), avSak po 30 minutach bol zazmamgvysoky pokles u nechladenej vzorky az
25,9% oproti chladenej vzorke, kde pokles predstaMen 8,65% (Tabika 2).

Pri sledovani krivdiarej rychlosti (VCL) a taktiez amplitide laterdhmeposunu hlagky (ALH),
sme véase 0 nezistili preukazné rozdiely. S postuprégsom kultivacie od 30 az po 180 minut
bolo postupné znizovanie tychto parametrov preukanadielne (p<0,001), s vyS§Simi hodnotami
pre vzorku udrziavanu v chlade. Frekvencia ude®€R) bola preukazne vysSia (p<0,01) po
30 mindtach kultivacie v nizSej teplote atasovych obdobiach 90 az 180 minGt sme taktiez
zaznamenali vySSie preukazané rozdiely (p<0,00hpdnotach vzorky uchovavanej pri nizSej
teplote.
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Tabuka 2: PRO [%] —progresivna pohyblivasspermii pri odliSnych teplotach v jednotlivych
c¢asoch.

Cas [min.] min | max | X [ sd | cv
Fyziologicky roztok; laboratérna teplota
0 67,32 92,12 81,20 6,34 7,81
30 22,75 81,78 55,33 16,63 30,05
60 15,48 82,88 47,14 17,84 37,85
90 7,44 56,45 37,24 12,69 34,09
120 8,33 72,38 37,58 19,46 51,77
150 3,84 52,77 23,56 10,91 46,32
180 7,44 45,41 24,71 8,69 35,19
Fyziologicky roztok; chladni¢ka
0 66,27 93,17 82,22- 7,85 9,55
30 49,54 88,95 73,67%** 10,15 13,80
60 52,06 91,03 73,97*** 10,21 13,80
90 28,06 85,32 65,19*** 13,71 21,03
120 43,20 75,99 58,68*** 8,95 15,26
150 42,61 80,25 62,40%** 9,00 14,42
180 35,73 72,24 54,50*** 9,81 18,00

Vplyv rozdielnych riedidiel na motilitu spermii

Vplyvom troch rdéznych riedidiel na fertilitu sperimnoriakov sa zaoberali Akgay et al. (2006),
pri¢om spermie boli uchovavané pri 4°Cdas 24 az 48 hodinach. Pouzivané riedidla obsahovali
sacharidy: 0,3 M glukézu, 0,6 M sachar6zu a Ringewztok. Ejakulat uskladneny v 0,6 M
sacharézovom roztoku nebol pouzity pre insemin&eiili nizkej pohyblivosti (10% pohyblivds
po 24 hodinéach uskladnenia, a 0% pohyblivps 48 hodinach uskladnenia). Pohybliepermii

v riedidle obsahujuceho 0,3 M glukézy a Ringerovte& pri 4°C bola: 90,9% (24 h, 0,3 M
glukéza); 79,1% (48 h, 0,3 M glukéza); 69,8% (24Rngerov roztok); 30,9% (48 h, Ringerov
roztok); 93,8% (kontrolagerstvé spermie). P&d Akcaya et al. (200&)eboli pozorované Ziadne
vyznamné rozdiely medzi fertilizaciou spermii uloyeh v glukézovych roztokoch pas 24 hod.

a kontrolou spermii, ktoré botierstvé. Ale rozdiely medzi riedidlami boli vyznam(<0.05).
Tieto vysledky ukéazali, Ze ejakulat moriakov mé¥€ bskladneny v gluk6zovych roztokochgas
24 alebo 48 h s minimalnou stratou fertility.

V naSich experimentoch sme analyzou percenta pivyghl spermii Wase 0 zistili preukazny
rozdiel medzi ginkom fyziologického roztoku a komerého riedidla (p<0,01), kde fyziologicky
roztok vykazoval vySSiu dinnog’ v porovnani s koménym riedidlom (Tabtka 3). Nasledne
v ¢asovych intervaloch 30 — 90 mindt sme nezaznaméizane rozdiely medzi tymito riedidlami.
Ale po 120 minatach az 24 hodinach kultivacie snigtiliz preukazne vySSiu pohyblives
(p<0,05 — p<0,001) spermii s konyeym riedidlom.

V naSej praci pohyblivasspermii zriedenych vo fyziologickom roztokudgs 120 minut kultivacie
dosahovala 80,70%. Pohyblivos spermii zriedenych v komarom riedidle, taktiez po
120 minatach kultivacie, dosahovala 90,0486, je takmer o 10% viac ako vo fyziologickom
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roztoku. V porovnani so Studiou Morella et al. (2))(kde sa pohyblivasspermii pdas 2 hodin

kultivacie pri laboratornej teplote pohybovala mavini 72,5% v riedidle ,Turkey Semen Extend“
a 62,5% pohybliva®u v riedidlach Ovodyl a BPSE. Z tychto vysledkgphlva, Ze po 2 hodinach
kultivacie lepSie vysledky dosiahli riedidla, ktanée pouzivali v naSej praci. Dévodov, frenaju
tieto riedidla lepSie vysledky méze thyiacero: jednym z nich je, Ze v naSej praci snadat
uchovévali pri teplote 4°C.

Tabuka 3:MOT [%] — pohyblivos spermii v jednotlivych riedidlachcasovych obdobiach

Cas [min./h] min | max | X | sd | cv

Fyziologicky roztok

0 85,20 99,72 95,42 3,28 3,44

30 76,57 98,41 90,25 5,51 6,11

60 78,63 98,57 90,86 5,95 6,55

90 66,48 97,57 86,33 8,37 9,70

120 63,82 93,00 80,70 7,74 9,59

150 67,76 95,03 84,08 6,39 7,60

180 66,66 88,51 78,86 5,90 7,48

24H 29,46 78,85 52,86 12,37 23,39
D Komeréné riedidlo

0 72,68 99,02 92,26** 5,74 6,23

30 79,20 96,56 89,85- 4,43 4,93

60 74,44 96,01 88,94- 5,59 6,29

90 72,14 97,88 87,47- 6,76 7,73

120 71,21 98,14 90,04*** 7,49 8,32

150 80,09 99,38 89,55* 4,71 5,26

180 68,11 98,80 87,53 8,28 9,46

24H 41,03 87,37 60,82** 14,76 24,27

Pri hodnoteni percenta progresivne pohyblivych reiesme zistili rozdiely medzi hodnotenymi
riedidlami len po 120 mindtach kultivicie (Tdka 4), kde bola zistend Statisticky vySSia
preukazno$ u kometného riedidla (p<0,001), ktord sa udrzZiavala dockohultivacie. Z tychto
vysledkov mdzeme konStatayaze kometné riedidlo udrziava progresivnu pohyblivospermii
moriakov po dihSiu dobu.

Krivociara rychlog (VCL) vykazovala vyrazné rozdiely po 90 minltachltivacie. Véase 90

a 150 mindt boli preukazné rozdiely (p<0,05). Av3akasoch 120, 180 minut a 24 hodin bola
dokazana preukaznogp<0,001). Amplitida lateralneho posunu hikyi (ALH) klesla pri riedeni

s fyziologickym roztokom z 5,3am (0 mindt) na 4,22um (180 mindt), zatia ¢o riedenych

s komeénym riedidlom z 5,22im (0 minat) len na 4,84m (180 minat). Po 90 mindtach kultivacie
boli zistené preukazné rozdiely (p<0,001). Neprenkarozdiely sme zistili pri hodnoteni
frekvencii uderov (BCF), avSak po 24 hodindch sragnamenali vySSie preukazné hodnoty
(p<0,001) u komeéného riedidla.
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Tabuka 4: PRO [%] — Progresivna pohyblive'sspermii v jednotlivych riedidlach @sovych
obdobiach

Cas [min./h.] min [ max [ X | sd | cv
Fyziologicky roztok

0 66,27 93,17 82,22 7,85 9,55

30 49,54 88,95 73,57 10,15 13,80

60 52,06 91,03 73,97 10,21 13,80

90 28,06 85,32 65,19 13,71 21,03

120 43,20 75,99 58,68 8,95 15,26

150 42,61 80,25 62,40 9,00 14,42

180 35,73 72,24 54,50 9,81 18,00

24H 6,35 40,17 21,80 8,82 40,45

e Komer&né riedidlo

0 46,69 89,96 78,04- 9,98 12,79

30 56,19 86,25 73,61- 7,25 9,84

60 50,60 84,57 70,62- 8,76 12,41
90 48,96 88,67 69,31- 11,99 17,30
120 47,47 88,27 73,81%** 10,58 14,34

150 49,46 91,40 70,19%** 9,01 12,84
180 49,35 89,49 70,99%** 11,10 15,64
24H 13,18 72,54 36,32*** 17,25 47,51
ZAVER

Pre dlhodobejSiu kultivaciu (skladovanie) spermibrimkov je potrebné spermie udrzidvpri
nizkych teplotach (4 — 8 °G@p potvrdili aj nasSe vysledky. Pohyblidba progresivna pohyblivés
vykazovala vyrazné rozdiely uz po 30 minatach kéltie a s predlZzovanitiasu kultivacie sa tieto
rozdiely eSte zvyramvali. Podobné tendencie sme zistili aj @ielSich parametroch pohyblivosti
spermii, ktoré dosiahli preukazne lepSie vysledikupltivacii v chlade.

Zéaroveh z Udajov vplyvu fyziologického roztoku a komieého riedila mozno konStatayaze

pohyblivos’ spermii bola v oboch sledovanych skupinactimievyrovnand po dobu 90 minat
kultivacie. AvSak pri dlhodobejSej kultivacii preagne vySSiu pohyblivésspermii vykazovali

spermie kultivované v kom@&mom riedidle. Ztychto Gdajov mozno skonStatyv&e na

dlhodobejSie usklatbvanie ejakulatu je vhodné pouzieomerne dostupené riedidla.
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