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Abstrakt

V diplomovej praci sme sledovali parametre pohyblivosti spermii bykov S vyuzitim
CASA analyzy po pridani kyseliny salicylovej. Predpokladom bolo vyuzitie ako
aditivum k ejakulatom pri vyuziti v chovatel'skej praxi.

Parametre pohyblivosti sme sledovali pri teplote 37°C v piatich ¢asovych intervaloch
S jednohodinovym odstupom (0, 60, 120, 180 a 240 minut) a pri teplote 5°C v Styroch
casovych intervaloch (24, 48, 72 a 168 hodin).

Celkova pohyblivost’ spermii sa pohybovala medzi 15,38 — 62,16% (SA skupina — 2
mg.ml™) a26,86 - 76,30% (SB skupina — 1 mg.ml™). Preukazne najniZsie percento
pohyblivosti vykazuju ¢asy namerané po 24 hodinach. Vysledky v skupine SB dokazuju
preukazny pokles az po 24 hodinach. Percento progresivnej pohyblivosti bolo nizsie
skupine SA a v skupine SB. Preukazne nizSie hodnoty boli namerané v skupine SA.
Najnizsie hodnoty sme zaznamenali pri v teplote 5°C po 24 hodindch. Preukazny pokles

v skupine SB nastal pri teplote 5°C v ¢ase po 24 hodinach.

Pri sledovani drahovych parametrov sme zistili preukazne nizsie hodnoty uz pri prvom
merani v skupine SA (po 24 hodinach). V skupine SB sme pozorovali postupné
preukazné znizovanie hodnot v rozpati 16,28 — 11,17 um. V tejto skupine vSetky tri
drdhové parametre vykazuju preukazne klesajuce hodnoty. V skupine rychlostnych
parametroch sme zistili podobné tendencie.

Dosiahnuté origindlne vysledky preukézali negativny Gc¢inok kyseliny salicylovej, ktora

sa povazuje za antioxidant, na pohybové parametre spermii in vitro.

KPuacové slova: byk, spermie, pohyblivost, CASA, teplota, kyselina salicylova



Abstract

Factors Effecting Spermatozoa Motility — Salicylic Acid

In this diploma thesis, bull spermatozoa motility parameters were analyzed using the
CASA analysis after an addition of salicylic acid. The usage of this substance as an
additional semen substance in breeding practice was anticipated.

Motility parameters were monitored at 37°C in five time intervals (0, 60, 120, 180 and
240 minutes) and at 5 © C in four time intervals (24, 48, 72 and 168 hours).

The total spermatozoa motility ranged between 15.38 — 62.16% (SA group — 2 mg/ml)
and 26.86 — 76.30% (SB group — 1 mg/ml). The significantly lowest percentage of
spermatozoa motility was found after 24 hours of culture. The percentage of progressive
motility was lower in SA group as well as in SB group. Significantly lower values were
detected in SA group. The lowest values were recorded at temperature of 5° C and after
24 hours. A significant decrease was observed in SB group at 5°C during the course of
24 hours.

Measurement of path (distance) parameters detected significantly lower values even for
the first measurement in SA group (after 24 hours). In SB group a gradual significant
decrease in the range of 16.28 — 11.17 um was detected. In this group all three path
parameters show significantly decreasing tendency. Similar tendency is reported for all
velocity parameters.

Obtained original results achieved negative effect of salicylic acid, which is consider as

an antioxidant, on spermatozoa motility parameters in vitro.

Key words: bull, sperm motility, CASA, temperature, salicylic acid
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UvVOD

Riadena reprodukcia hospodarskych zvierat predstavuje predpoklad rozvijania
uzitkovosti hospodarskych zvierat.

Umeld insemindcia plni uz viac ako 70 rokov efektivnu tlohu na celom svete pri
zlepsovani genofondu Uzitkovych vlastnosti hospodarskych zvierat a veterinarnej
starostlivosti 0 reprodukény proces, ako aj pri vyuzivani biotechnologickych metod
riadenej reprodukcie. Umeld insemindcia predstavuje alternativny sposob oplodnenia,
ktory sa stale viac uplatiiuje v reprodukcii zvierat z dovodov ekonomickych, technickych,
organizac¢nych alebo zdravotnych.

Prva uspeSna insemindcia prebehla v 18. storo¢i a vykonal ju taliansky fyziolog
Spallanzani, ktory inseminoval su¢ku. Dalsi zdujem o umeld inseminaciu bol prejaveny az
koncom 19. storocia, kedy sa robili d’al$ie pokusy v Europe a v Amerike.

Ivanov ako prvy na svete prepracoval zakladné teoretické otazky a techniku
insemindcie a je tak povazovany za zakladatel’a insemindcie hospodarskych zvierat.

Za hlavné ulohy umelej inseminacie st povazované rozne aspekty. Patri medzi ne
zvySenie uzitkovosti zvierat, dosiahnutie znacného poctu potomstva, rychle zosl'achtenie
chovu zvierat, rychle poznanie hodnoty mladych plemennikov podl’a potomstva a zniZenie
nakladov na chov plemennikov.

Kvalitativne hodnotenie pohyblivosti spermii je dolezity krok v objektivizacii
selekcie ejakulatov pre umelt insemindciu. Toto hodnotenie ndm umoznuju laboratorne
a komputerové metddy, ktoré urcuju biologicktl plnohodnotnost’ ejakulatu. Jej pomocou je
mozné zistit, ¢i vlastnosti ejakulatu zodpovedaju fertilizacnym poZiadavkam.

Hypotézou diplomovej prace bola vyuZiteInost' kyseliny salicylovej, ako latky
s antioxida¢nymi vlastnost’ami, ako pridavku do ejakuldtu plemenych zvierat pouZivanych

Vv chovatel’skej praxi.




1 Prehl’ad o sic¢asnom stave rieSenej problematiky

1.1 Vyvoj spermii — spermatogenéza

Podla sucasnych vedeckych poznatkov spermatogenézu chapeme ako
extrémne komplikovany proces vyvoja vysoko Specializovanej samcej pohlavnej
bunky. V tomto procese sa relativne malo diferencované kmenové bunky
spermatogonie transformuji na spermie. Pohlavné bunky sa diferencuju
kontinudlnym a ireverzibilnym sposobom (Massanyi, 1991).

Napriek tomu, Ze spermia sa svojim zlozenim zdé4 byt’ jednoducha, jej vyvoj
trva niekol’ko mesiacov. Spermie sa zacinaju tvorit’ v ¢ase pohlavnej dospelosti. Na
zaCiatku tejto vyvojovej etapy eSte nema tvorba spermii cyklicky charakter.
S dosiahnutim pohlavnej dospelosti a stabilizacii neuroendokrinnej regulécie
pohlavnych funkcii prebieha spermatogenéza u vacSiny hospodarskych zvierat
Vv pravidelnych cykloch v priebehu celého roku a ned4 sa ani urychlit’ ani spomalit’
(Massanyi et al., 2002). Pravidelné cykly za sebou nasleduju v presnych ¢asovych
intervaloch, pricom kazdy cyklus zaina asi o % dizky cyklu neskér nez
predchadzajici (Jelinek et al., 2003).

Cykly zaGinajii postupne a §iria sa vlnovite po celej dizke kanalika. Pri
zvieratach s normalne vyvinutou pohlavnou sustavou prebieha spermatogenéza cely
zivot a kon¢i v seniu (Kulisek et al., 2006).

Sertoliho bunky st v semenniku zastipené vV menSom pocte. Su to Stihle
pyramidové bunky, ktoré nasadajii svojou Sirokou bazou na vonkajSiu vizivovi
vrstvu steny semenotvorného kanalika a apikdlnym polom dosahujii lumen
semenotvorného kanélika. Usporiadané¢ st v pravidelnych odstupoch po obvode
kanalika asu medzi sebou spojené systémom vybezkov vytvarajucich dutinky,
Vv ktorych st ulozené spermatogénne elementy (Lukac et al., 2007).

Pocas priebehu spermatogenézy prechadzaji bunky semenotvorného epitelu
niekol’kymi etapami vyvoja. Spermatogenéza ma nasledujliice fazy: rozmnoZovanie,

meidzu a metamorféozu (Massanyi, 1997; Cigankova et al., 1993, 1996).
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1.1.1 RozmnoZovanie

Rozmnozovanie je spojené s mnohonasobnym delenim a postupnou
diferenciaciou buniek. Vznikaju nasledovné spermatogonie: A—spermatogonie
(materska bunka), Im—spermatogdnie (spermatogénie intermediarneho typu) a B—
spermatogonie. Spermatogdnie sa mitoticky delia, pricom st vychodiskovou bunkou
spermatogencézy.

A—spermatogonie st kmenové materské bunky nachadzajice sa na obvode
semenotvornych kanalikov. Su to velké bunky gulatého tvaru s malym mnozstvom
cytoplazmy. Jadro obklopené tenkou membranou ma elipsovity tvar s dlhou osou,
ktora lezi paralelne so stenou tubulov. V centre jadra lezi vel'ké jadierko.

Im—spermatogonie vznikaju delenim A—spermatogoénii tak, ze okrem jednej
dcérskej bunky, ktord sa podobd materskej, vznikd druhd bunka vysSie
diferencovand, intermedidrneho typu. Tato bunka je podobna A—spermatogdnii, ale
S tym rozdielom, Ze ma mensie jadro, ktoré je bohatSie na chromatin.

B—spermatogénie su pokracovanim spermatogénii intermediarneho typu, po
niekol’kondsobnom rozdeleni a rozmnozeni. Tieto bunky st charakteristické tym, ze
chromatin sa nachadza v blizkosti jadrovej membrany vo forme korovitého
zhrubnutia. Od A—spermatogonie sa 1i§i tvarom chromozémov a velkostou, ktora sa
meni pocas mitotického delenia.

Spermatocyty I. radu su okrthle bunky (12 — 17 pm) s vel'kym jadrom, ktoré
sa na rozdiel od spermatogonii slabsie farbia. Postupuji od obvodu semenotvornych
kanalikov smerom do stredu a tvoria druhy rad semenotvornych buniek. V prvom

rade sa nachadzaji spermatogdnie (Massanyi, 1991).

1.1.2 Meioza

Meidzu charakterizuje rast azrecie delenie spermatocytov. Pri prvom
meiotickom deleni vznikaju zo spermatocytov I. radu spermatocyty II. radu a pri
druhom deleni spermatidy, posledna najpocetnejSia generacia vo vyvoji spermii.

Meioza sa skladd z dvoch po sebe nasledujucich a funkéne tzko spojenych

bunkovych deleni, ktoré sa vyznacuji zmenami na chromozémoch a ich delenim.
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Cielom meidzy je vymena materidlu medzi homologickymi chromozdémami
aredukcia ich po¢tu na polovicu (z diploidného na haploidny pocet). Toto sa
dosahuje tym, ze sa chromozémy pocas dvoch deleni buniek len raz uplne rozstiepia
(Gamcik et al., 1992).

Meiotické delenia aspermatocyty I. radu znamenaji v spermatogenéze
kritické Stadium. Pri poruseni deliaceho procesu sa moézu vyvinit spermie bez
fertilizaCnych vlastnosti. Nepravidelnost’ v meioze bola zaznamenana predovsetkym

pri mladych jedincoch (Johnson a Everit, 2000).
1.1.3 Metamorféza (spermiogenéza)

V tomto obdobi sa meni okruhla spermia na Stihlu spermiu, ktord obsahuje
vSetky vlastnosti na uspesné splnenie procesu oplodnenia. Pocas procesu premeny si
bunka vytvara pohybovy ustroj (bi¢ik) a formuje sa na penetraciu vajicka (vznik
akrozomu). Metamorféza sa deli na Golgiho Stadium, S$tddium akrozémovej

¢iapocky, Stadium kaudalnej manzety a $tadium zrenia (Massanyi et al., 2002).

1.2 Morfologia spermie

Spermie objavil v roku 1677 Leewenhoekov ziak Hamm z Leidenu.
Leewenhoek popisal spermie ako ¢ulo sa pohybujuce utvary s charakteristickou
stavbou — primitivne ,,zarodky®, ktoré v ejakulate parazitujii. Od neho pochadza aj
star$i, dosial’ niekedy pouzivany ndzov samcej pohlavnej bunky — spermatozoon.
Podla vtedajSich predstav hlavicka tohto semenného zvieratka obsahovala miniatiru
celého buduceho individua (Massanyi et al., 2004).

Spomedzi  vSetkych  metazoickych  buniek s spermie najviac
Specializovanymi bunkami. Ich rozmanitda aniekedy spletita morfologia je
prispdsobena hlavnej funkcii — odovzdanie obsahu ich povodu alebo spojenie
spermie a vajicka pri fertilizacii (Birkhead et al., 2009).

Spermie st samcie pohlavné bunky. Vznikaju v semenotvornom kanaliku

procesom, ktory nazyvame spermatogenéza. Normalna spermia sa sklada z dvoch
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zékladnych &asti — hlavi¢ky a bi¢ika. Priemerna diZka spermie sa pohybuje od 70 do
75 um, dizka hlavi¢ky je 8,5 — 10,0 um a $irka hlavicky 4,0 — 4,25 um. Na hlavicku
pripada 51% a na bicik 49% celkovej hmotnosti spermie (Lukac et al., 2007).

Mitochondriginy oddiel  KfEek

Hiavitka
A

Bicik

Mitochondrie

Centriola

Jadro

Akrozomova
oblast

Obrazok ¢. 1: Stavba spermie (Animal Reproduction, 1999)

1.2.1 Hlavic¢ka spermie (caput spermii)

V jadre hlavi¢ky spermie je uloZeny otcovsky dediény materidl. Jeho obsah
Vv zrelej spermii predstavuje kondezovany chromatin. Od jadier somatickych buniek
sa liSi tym, Ze ma poloviény obsah DNA a chromatin v ultratenkych rezoch nie je
usporiadany do vlaknitej Struktary, ale tvori kompaktni masu. Nukleoplazma
neobsahuje jadrovu tekutinu a pripomina tzv. pyknotické jadro (Massanyi 1991).

Hlavnou tlohou hlavicky je preniest dedicny material lokalizovany
v nukleoplazme. Sklada sa z nukleoplazmy (jadro) a Struktar jadrového povodu,
akrozomalneho systému a postakrozomadlnej c¢iapky. Zo stran je sploStend, pri
pohl'ade zhora ma lyzickovity tvar, vpredu byva zahrotena. Cela hlavicka je pokryta

cytoplazmatickou membranou, ktord prechadza cez bicik (Cole, 1969).
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1.2.1.1 Nukleoplazma

Nukleoplazma vypiiia celé jadro hlavicky spermie. Jej Struktira je
homogénna a kompaktna, tvar jadra je identicky s tvarom hlavicky. V jadre sa
nachadza otcovsky dedi¢ny materidl v kondenzovanej forme v podobe DNA
(Massanyi et al., 2002).

V nukleoplazme mozeme prilezitostne pozorovat’ vicSie alebo mensSie svetlé
prazdne miesta, vakuoly. Vakuoly sa najCastejSie nachadzaju na apikdlnom okraji
a ekvatorialnom segmente hlavicky spermie. Vakuoly sa mézu vyskytovat’ pri 2 —
80% spermii, vysSie percento vyskytu ma vplyv na plodnost. Hoci u niektorych
druhov, napriklad u ¢loveka, je vyskyt vakuol v nukleoplazme spermii pomerne
Casty, tento jav je nenormalny a vakuoly treba zaradit’ medzi primérne Strukturdlne
malformacie spermii (Gamcik et al., 1992).

Jadro obal'uje nuklearna membrana, ktora je dvojvrstvova, pri baze hlavicky
0 nie¢o hrubsSia. Jadrové pory, ktoré su miestom vymeny materidlu medzi jadrom
a cytoplazmou, sa Vv spermiach nevyskytuju, okrem malého tseku v okoli tzv.
bazalnych teliesok. Tieto malé telieska predstavuju malé mnozstvo fibrilarneho
chromatinu uloZené¢ho na baze hlavicky. Ich vyznam je nejasny. Predpoklada sa, Ze
V spermiach cicavcov su jedingym miestom, kde je mozna syntéza RNA (Massanyi et
al., 2002).

1.2.1.2 Akrozom

Akrozém (akrozomalny systém, hlavickova ciapka) pokryva prednt cast’
hlavicky spermie, zaberajuci takmer 50% jej plochy. Jednad sa o cytoplazmaticky
utvar Ciapockovitého tvaru, nachadzajiuci sa medzi cytoplazmatickou a nuklearnou
membranou. Vnutro akrozomalneho systému tvori akrozomalny material,
predovsetkym nasledovné enzymy: hyaluroniddza, akrozin, proakrozin, esterazy,
neuraminidaza, kysld fosfatdza, fosfolipdza A, N-acetylglukozaminidéza,
arylamidéaza a iné. Tieto enzymy plnia vyznamnt Ulohu — napomahaju k penetracii a
rozpustaniu obalov vajicka pri kontakte spermii so samicou pohlavnou bunkou

(Alberts et al., 1998).
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1.2.1.3 Postakrozomalna ¢iapka

Postakrozomalnou c¢iapkou sa oznaCuje materidl, ktory lezi tesne pod
cytoplazmatickou membranou v postakrozomovej oblasti. Zatial sa nepozna jej
biochemické zlozenie. Vzhl'adom na stfasné poznatky o morfogenéze ju teba
povazovat za cytoplazmaticku organelu. Zaujem o $tadium v tejto Casti spermie
zvysili  zistenia, ze v postakrozomovej oblasti dochadza k prvému spojeniu

a splynutiu spermie s vaji¢kom (Jeyendran, 2002).

1.2.2 Bicik (flagellum spermii)

Bi¢ik ako ustroj pohybu sprostredkiiva transport spermie na miesto
oplodnenia. Doleziti tlohu mé pritom mitochondridlny aparat, ktory vyraba energiu
a komplex axialnych vlakien ako miesto, kde sa tato energia meni na mechanicki —
na pohyb spermie. Bi¢ik pozostdva z niekol’kych casti, ktoré sa liSia lokalizaciou,
Struktarou a funkciou (Kulisek et al., 2006):

e krcok (centriolovy — implantacny oddiel),
e telo (stredny — mitochondrialny oddiel),

e chvost (hlavny a koncovy terminalny oddiel).

1.2.2.1 Krcok (centriolovy oddiel) bic¢ika

Kréok spermie je najdoleZitejsou &astou spermie. Jeho dizka je 2 — 3 pum
a spojuje hlavicku s bi¢ikom spermie. Obsahuje dva za sebou uloZené centrioly
(proximalny a distalny) a segmentové chordy. Tieto Casti tvoria jeho morfologicky
zaklad (Jelinek et al., 2003).

Uplne sa zachovava len proximalny centiol, z ktorého vznikaju segmentované
anesegmentované¢ chordy a fibrézna posSva. Distalny centriol je pri zrelych
spermiach len rudimentarny. Proximélny centriol so segmentovanymi chordami

vytvaraji hlavicku bicika, ktord zapada do implantacnej jamky (Massanyi, 1991).
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1.2.2.2 Mitochondrialny oddiel bi¢ika

Mitochondrialny oddiel je pokraCovanim centriolového oddielu (Massanyi,
1991). Je charakteristicky pritomnostou mitochondrii, ktoré su stabilné, Spiralovite
usporiadané okolo hladkych chord a tvoria zavitnicova posvu. Distélne je stredny

oddiel ohrani¢eny Jensenovym prstencom (anulus).
1.2.2.3 Hlavny oddiel bicika

Hlavny oddiel je najdlhsia Cast’ bi¢ika a celej spermie vobec. Jeho podkladom
st osové vlakna a do % dizky aj hladké chordy. Chordy sti omnoho tensie az slepo
koncia. Poslednu % hlavného oddielu tvoria uZ len osové vlakna pokryté fibroznou
posvou. Fibrozna posva zabezpecuje sudrznost osovych vlaken, ale aj pevnost

a pruznost’ potrebnu na kmitanie bi¢ika (Bozner et al., 1992).
1.2.2.4 Koncovy (terminalny) oddiel bi¢ika

Koncovy oddiel bic¢ika pozostdva zosovych vldkien obalenych
cytoplazmatickou membranou. Je to najdistalnejSia Cast’ biika spermie. PIné vldkna
dubletov sa v tomto useku menia na duté a pravidelné usporiadanie axonémy sa

stracaju (Kulisek et al., 2006).

1.3 Motilita spermii

Na zaklade st€asnych poznatkov o bi¢iku, ako aj d’alSich experimentov sa
utvorila predstava 0 mechanizme pohyblivosti spermie. Spermie dozrievaju a st
schopné rozvinut’ svoju pohyblivost’ aZ po pobyte v prisemenniku. Tento proces sa
opisuje ako epidydimalne dozrievanie. Prisemennik je dolezity organ
s proteosyntetickou aktivitou jeho epitelu. Zmeny na povrchu cytoplazmatickej

membrany v prisemenniku st impulzom nielen na rozvinutie pohybovej aktivity, ale
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aj na ziskanie schopnosti spermii pril'nit’ na povrch zona pellucida, ¢o predstavuje
jeden zo zékladnych predpokladov na uskuto¢nenie fertilizacie (Kasker, 1994).

Zakladnou Struktarou, zodpovednou za pohyblivost’, je axonéma a je bezna u
vacsiny bicikovcov a bunkach cilii od prvokov az po cloveka s relativne malymi
modifikaciami. Tato revoluc¢né stabilita indikuje, Ze axonemalne komponenty maja
dostato¢ni rozmanitost’ v Struktire a funkcii prisposobit’ sa odliSnym typom
pohyblivosti bi¢ikov a cilil. Axonéma sa sklada zdeviatich periférnych
mikrotubulovych dupletov a z dvoch centralnych mikrotubulov, ktoré riadia celu
dizku bigika (Linck, 2001; Inaba, 2003; Turner, 2003). Dyneinové ramena projektuja
z mikrotubulu A smerom k mikrotubulu B pril'ahlé duplety, ktoré st najddlezitejSimi
hraémi v aktivnom kizani mikrotubul. Susedné mikrotubulové duplety st navzajom
pripojené prostrednictvom nexinovych spojok (Bozkurt a Wooleym 1993) a radialne
luce poukazuju plast’ obklopeny dvomi singletovymi mikrotubulmi v strede axonémy
(Smith a Yang, 2004).

Hoci zmeny dozrievania spermii prebiehaju najma v hlavicke spermie, treba
zdoraznit, Ze podstatne sa meni zlozenie glykoproteinového obalu bicika. Tieto
prebichajice zmeny maji vyznam vo vztahu k motilite a plnia alohu pri nadvédzovani

kontaktu vajicka so spermiou (Massanyi, 1991).

1.3.1 Metabolizmus spermii

Spermie sa pohybuji dopredu rotaciou. Hlavicka a predné cast’ bicika sluzia
ako oporny bod, proti ktorému bicik vyvija svoju hnaciu silu. Za 1 sekundu moze
bi¢ik urobit’ 3 — 15 otadok okolo pozdiZnej osi. Stcasne sa pozdiz bi¢ika §iria
kontrakéné impulzy. Viny, ktoré pocas pohybovych cyklov vznikaji, sa zvySuju
postupne k distidlnemu koncu bi¢ika. Hlavi¢ka rotuje okolo vlastnej pozdiZnej osi
pocas vSetkych kontraktilnych cyklov. Spermie s poSkodenym pohybovym
systémom a energeticky vyCerpané nerotuju (Massanyi et al., 2002).

Energia potrebna pre pohyb spermie sa akumuluje v mitochondridlnej posve
bicika a ziska sa Stiepenim ATP (adenozintrifosfat). Gibbons a Rowe (1965)
demonstrovali, ze tato energia sa ziskava podobnou cestou ako pri inych celularnych

pracovnych procesoch — hydrolytickym Stiepenim ATP (adenozintrifosfat) na ADP
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(adenozindifosfat) a kyselinu fosfore¢nu. Susedné dublety mikrotubulov su spojené
vybezkami z vysokomolekulovej bielkoviny — dyneinu. Pri hydrolyze sa tieto
spojenia prerusia. Dynein ma ATP—azovu aktivitu.

Mnohé zo zavaznych udajov o mechanizme pohyblivosti sa preskimali na
ciliach alebo jednoduchsich bicikoch bezstavovcov. Ked'ze zakladny mechanizmus
pohyblivosti je rovnaky na vsetkych pohyblivych bunkovych vybezkoch, ktoré maja
usporiadanti axonému podl'a vzorca 9+2, ziskané zavery platia vSeobecne aj pre
pohyblivost’ bi¢ikov spermii cicavcov (Massanyi, 1991).

Definovali sa podmienky, pri ktorych sa bielkovina mikrotubulov — tubulin —
moze in vitro polymerizovat’ do mikrotubulov. Je to typicky autoorganizacny proces,
podmieneny vlastnostami diméru tubulinu. Po extrakcii dyneinu z bi¢ika mdzeme
elektronovym mikroskopom vidiet, ze dyneinové ramend sa stracaji. Po expozicii
bicika v roztoku dyneinu pri presne definovanych podmienkach sa dyneinové ramena
znovu reinkorporuju do axonémy (Gibbons, 1975). Takto sa dokéazalo, ze ramienka
st molekuly dyneinu.

Enzym trypsin méze odburat z axonémy radidlne a nexinové spojky bez
porusenia mikrotubulov (Summer a Gibbons, 1973). Ked sa prida k takymto
trypsinovym flagelam ATP, axonéma sa prediZi az(Zi. Zmena spdsobi kizanie
skupiny dubletov mikrotubulov. Je to priamy dokaz toho, Ze dvojice mikrotubulov st
schopné sa popri sebe kizat’ (Massanyi a Trandzik, 1991).

Kizanie sa experimentilne potvrdilo sledovanim hrotov cilii v rozliénych
poziciach ich pohybu. V priereze méa kazdy roznu dizku (Satir, 1965, 1976).

Ak mozu mikrotubuly popri sebe kizat pomocou svojich dyneinovych
ramien, usudzuje sa, ze pri spravnej postupnosti tejto aktivity a primeranych
tlakovych silach v axonéme budi vznikat’ viny a nasledne charakteristicky pohyb pre
spermiu. Na zaklade tychto, ako aj d’alsich dokazov sa utvorila tedria o kizajucich sa
mikrotubuloch, ktora sa dnes vSeobecne akceptuje. Podla nej je zdkladom
pohyblivosti bi¢ika kizavy pohyb vedla seba uloZenych dvojic mikrotubulov.
Zdrojom energie je ATP (adenozintrifosfat). Pohybujl sa dyneinové ramena, ktoré st
Vv skutoCnosti molekuly s adenozintrifosfatovou aktivitou. Spojenie susednych
dubletov mikrotubulov sa pocas hydrolyzy ATP prerusi. Utvdranim a preruSovanim

dyneinovych mostikov dochadza k vzajomnému posunu — kizaniu — dubletov
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mikrotubulov. Tym vznika ur¢ité napétie oproti okolitym dubletom a centralnemu
paru mikrotubulov, ¢o spdsobuje ohybanie sa bi¢ika. Dynamické zmeny
Vv postupnom slede vyvolavaji kmitanie alebo vlnovity pohyb bi¢ikov (Massanyi et
al., 2002).

Gamcik et al. (1992) uvadzajua, ze charakteristickym prejavom Zivota spermit
aich fertilizaénych vlastnosti je latkova premena a pohyb. Metabolické procesy,
prebiehajuce v spermidch, sa vyuzivaju hlavne na zabezpecenie pohybu spermii.
Kvalita metabolickych procesov zavisi od energetickych zdrojov, t.j. mnozstva
kvality substratov a fermentov nachadzajucich sa v spojovacej Casti bi¢ika spermie.

Bielkovina dynein je zlozka, ktora zodpoveda za premenu chemickej energie
na mechanicky pohyb bi¢ika. K vlastnému pohybu dochadza kizanim mikrotubulov
prostrednictvom ich dyneinovych ramien. Radidlne spojenia centralnych
mikrotubulov s dubletmi zodpovedaji za pohyb a kmitanie bi¢ika. Vonkajsie hrubé

fibrily hraju iba pasivnu ulohu pri uskuto¢novani pohyblivosti a proximélny centriol

sa nepovazuje za kinetické centrum pohyblivosti (Satir, 1974; Amelar, 1980).

um.min’ um.h’
Byk 94 — 150 5,64 — 9,00 350 — 540
Baran 77 4,60 276
Zrebec 87 5,22 312
Kanec 43 2,55 153
Kralik 18-33 1,1-2,0 66 — 120
Pes 43 2,58 155
Muz 2050 2,0-3,0 120 - 180

Tabul’ka 1: Rychlost’ pohybu spermii (Gam¢ik et al., 1992)

V minulosti sa predpokladalo, ze vlastna pohyblivost’ je jedinym faktorom,
ktora transportuje spermie v samicej pohlavnej stistave. Skutocnost’, Ze vo vajcovode
boli zistené pohyblivé spermie skor, ako bolo predpokladané podla pocitanej

rychlosti pohybu, dokazuje, ze st tu d’alSie faktory mimo vlastnej pohyblivosti
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spermie, ktoré su dolezité pre transport spermie. AvSak aj napriek tymto
skutoCnostiam sa dnes vSeobecne uznédva, ze pohyblivost’ spermii je nevyhnutd na
ich distribliciu v samicej pohlavnej sustave a na penetraciu do vajicka. Pre dobra
dostupnost’ sa stala v praxi jednym z najdolezitejSich kritérii hodnotenia kvality

ejakulatov (Massanyi et al., 2002).

1.3.2 Ejakulat

Ejakulat je belava viskdzna tekutina, ktord okrem spermii produkovanych v
semennikoch obsahuje sekréty pridavnych pohlavnych Zliaz, prisemennika

a semennika. Koncentracia spermii a celkovy objem ejakulatu jednotlivych druhov

zvierat uvadza tabul’ka ¢. 2.

Byk 2,0-13,0 05-2,0 1,0-26,0
Kanec 100 - 700 0,1-0,7 5,0-150,0
Zrebec 30 — 300 0,05-0,3 0,6 —48,0
Baran 0,3-3,0 1,0-53 1,0-15,0
Cap 0,5-3,0 0,5-5,0 1,0-8,0
Kohut 0,1-2,0 0,5-6,0 0,8-9,0
Moriak 0,1-05 1,0-5,0 0,7-5,0
Gunar 02-15 08-15 0,16 - 3,0
Kralik 0,3-0,6 01-15 0,03-0,9
Pes 2,0-6,0 01-02 02-1.2
Kocur 0,06 -0,5 04-06 0,8-10,0

Tabulka 2: Zakladné charakteristiky ejakuldtu domacich zvierat (Gamcik et al.,

1992)
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Podiel semennej plazmy na celkovom objeme ejakulatu vtdkov a nizSich
zivocichov je maly, pricom pri vicSine cicavcov tvori semennd plazma podstatni
Cast’ ejakulatu (70 — 98%).

V procese ejakulacie podnecuje semenna plazma spermic k pohybu,
poskytuje spermidm ochranu proti nepriaznivym vplyvom prostredia, obsahuje latky,
ktoré spermie vyuzivaji ako zdroj energie resp. ako transportné médium
V intrauterinnom prostredi (Gamcik et al., 1992; Kruger, 1996).

Laboratorna kontrola ejakulatu je dolezitym opatrenim na pouzivanie
plnohodnotnych ejakulatov pri zabezpeCovani dobrej plodnosti prostrednictvom
umelej inseminacie. Pojmom  kvalitny ejakulat rozumieme biologickl
plnohodnotnost, teda schopnost’ oplodnit’ a dat’ za¢iatok novému zivotu. Ejakulat sa
testuje laboratornymi metdodam, ktorymi zistujeme, ¢i vlastnosti ejakulatu
zodpovedaju fertilizacnym poziadavkdm (ide o makroskopické, mikroskopické,
fyzikalno—chemické a morfologické vySetrenie).

Objem ejakulatu sa urci v kalibraénej nadobe s presnostou 0,5 cm® (byk).
Byk vo veku 24 mesiacov ma mat’ objem ejakuldtu najmene;j 2 cm®, vo veku vyse 24
mesiacov najmenej 3 cm®. Farba azakalenie zavisi od hustoty a konzistencie
ejakulatu. Ejakulat byka je mlieCnej, nickedy sivobielej, mierne zelenkastej farby,
v suchom obdoby je Casto zltobielej farby. Konzistencia ejakulatu zavisi od obsahu
sekrétov pridavnych pohlavnych Zliaz a vyvodnych pohlavnych ciest. Husty ejakulat
byka dobrej kvality je neprehladna, tahava tekutina smotanovitej konzistencie,
mierne zrnit¢tho vzhladu (Gamcik et al., 1992). Podla Alvarina (1993) farba
ejakulatu, jeho mnozstvo a pritomnost gélu v ejakulate boli zaznamenané
mikroskopicky.

Objem ejakulatu koliSe a zavisi najméd od druhu, plemena, veku, hmotnosti
plemennika, intenzity pohlavného vyuzivania, stupiia pohlavného vydrazdenia,
sposobu odberu semena, kfmenia, oSetrovania, ro¢né¢ho obdobia, genetického
zloZenia a zdravotného stavu plemennika (Gamcik et al., 1992). Viaceré Studie
ukazali, Ze vek samcov ovplyviiuje kvalitu spermii (Douard et al., 2003). Starnutie
bolo sprevddzané zniZzovanim pocCtu spermii v ejakulate, objemu ejakulatu
(Kotlowska et al., 2006) a ubytkom pohyblivosti, Zivotaschopnosti a membranovej

integrity spermii (Rosato et al., 2006).
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1.4. Kyselina salycilova

Grécky lekar Hippokrates sa v 5. storoCi pred n. 1. zmienil o horkom prasku
extrahovanom z vibovej kory, ktory by mohol zmiernit’ bolesti a znizenie horucky.
O tomto lieku sa taktiez zmienili v starych pisomnostiach aj v Libanone ¢i Syrii.
Domorodi Americ¢ania pouzivali vibova kéru na dalSie liecebné tcely uz po celé
staroCia. Taktiez anglicky reverend Edward Stone spomenul lie¢ivé ucinky kory
Z viby.

Nazov kyseliny salicylovej pochadza z latinského nazvu pre vibu, Salix,
z kory ktorej mozno kyselinu pripravit' abola izolovanda nemeckym chemikom
Johannom Andreasom Buchnerom v roku 1826. Vicsie mnozstvo tejto latky bolo
izolované v roku 1828 francuzskym lekérnikom Henrim Lerouxom (Hayat et al.,
2007).

Kyselina salicylovd sa povazuje za antioxidant, presnejSie za prirodny

antioxidant. Patri do kategorie fenolov — fenolovych kyselin.

O OH

OH

Obrazok 2: Vzorec kyseliny salicylovej

Antioxidanty su latky, ktoré predlzuju trvanlivost’ potravin tak, Ze ich chrania
pred znehodnotenim spdsobenym oxidaciou, ktorej prejavom je Zltnutie pritomnych

tukov a d’alsich 'ahko oxidujucich zloziek potravin (napriklad vonné latky). Oxidacia
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lipidov vyvolava d’alSie chemické zmeny v potravinach ktoré negativne ovplyviuja
ich vyzivovu, hygienicko—toxikologicku a senzoricki hodnotu. Antioxida¢né
vlastnosti vykazuje rad rastlinnych potravinarskych materidlov. Po starocia sa
k predizeniu trvanlivosti potravin vyuZzivaju prevazne rozne byliny a Korenie.
Prirodné antioxidanty maju ¢asto obmedzené pouzitie, pretoze moézu vykazovat’ vonu
po pouzitych rastlinach alebo horku chut’ (Velisek, 2002).

Fenoly st aromatické hydroxyzltéeniny s hydroxylovou skupinou viazanou
na uhlik, ktory je sucastou aromatického jadra. Na rozdiel od alkoholov, ktoré su
nestale, ak je hydroxylova skupina viazana na uhlik, z ktorého vychddza dvojita
vizba, pri fenoloch takyto jav nenastava. Jednoduché fenoly su latky syntetické,
S prevazne toxickymi G¢inkami na zivé organizmy. Latkami prirodného charakteru su
zlozitejSie fenologické zluceniny, obsahujuce aj d’alSie charakteristické zluceniny
(Tomas et al., 2009).

Fenolové kyseliny aich derivaty vykazuju vSetky vlastnosti primarnych
antioxidantov. Aktivita zalezi na poéte hydroxylovych skupin v molekule.
K fenolovym antioxidantom patri aj kyselina salicylova, ktora je derivatom kyseliny
benzoovej (Velisek, 2002).

Kyseliny salicylovd (kyselina 2-hydroxybenzoova, starSie tieZ salicyl) sa
Vv prirode nachadza volna (v jahodach, malinach) alebo viazana vo forme rastlinnych
esterov (v rastlinnych siliciach). Je to kryStalickd, vo vode malo rozpustna latka,
a alkohole a éteri sa rozpusta dobre. Jej molarna hmotnost’ je 138,12 g.mol™, teplota
topenia nastava pri 159°C a teplota varu je 211°C. Hustota kyseliny salicylovej je
1,44 g.cm™ (pri 20°C). Medzi aromatickymi hydroxykyselinami ma najvacsi
technicky vyznam. Kyselina salicylovd sa vyrdba zahrievanim fenolatu sodného
s oxidom uhli¢itym — Kolbeho—Schmittova reakcia (Tomas et al., 2009).

Kyselina salicylové je endogénna signalna latka, ktord prendsa v rastlinach
informacie oich napadnuti patogénom a vyvolava zmeny potrebné k obrane
(Bystricka, 2003). V minulosti sa pouzivala v potravinarstve ako konzervacna latka.
Pre svoje lie¢ivé vlastnosti bola taktieZ vyuzivana najmi u oSipanych, ktorym
zmiernovala bolesti. Dnes sa vyuziva v organickej syntéze. Vo medicine kyselina

salicylova sltzi na pripravu farmaceuticky vyznamnej kyseliny acetylsalicylovej
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ktora sa pouziva hlavne ako antiflogistikum. Kyselina salicylova je taktiez prisadou

mnohych produktov farmaceutického a kozmetického priemyslu.
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2 Ciel’ prace

Hlavnym cielom diplomovej prace bolo zistit’ parametre pohyblivosti spermii
bykov po pridani kyseliny salicylovej pomocou CASA analyzy, ktoré by mohli
preukazat ich fertilizacnti schopnost’.

Detailne sme si urcili nasledovné ciele:

1. analyzovat’ v piatich vopred urCenych c¢asovych intervaloch pohyblivost
a progresivnu pohyblivost’ spermii po pridani kKyseliny salicylovej pri teplote 37°C
(termicky test prezivatel'nosti: 0 — 240 minut);

2. analyzovat’ v Styroch vopred urCenych casovych intervaloch pohyblivost
a progresivnu pohyblivost’ spermii po pridani kyseliny salicylovej pri teplote 5°C
(dlhodoby test prezivatelnosti: 0 — 168 hodin);

3. vyuzit’ parametre asistovanej analyzy pohyblivosti spermii (CASA analyza)
s dorazom na drahové a rychlostné parametre na popis tcinku kyseliny salicylovej na

spermie v podmienkach in vitro.
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3 Material a metodika prace

V praci sme vyuzili ejakulaty Siestich nahodne vybranych plemennych bykov.
Pre udrzanie teploty, ktort ejakulat mal bezprostredne po ejakulécii, sa davka
udrziavala pocas transportu vV termoske z polystyrénu vystlanej vatovymi tamponmi.

Ejakulaty sa po prenose do laboratéria riedili riedidlom nasledovného
zlozenia: 250 ml Triladyl® (Minitiib, Tiefenbach Germany), 750 ml destilovanej
H20 a 62,5 ml vaje¢ného Zitka. Z kazdého zriedeného ejakulatu sme pripravili osem
vzoriek a tie sme rozdelili na dve skupiny.

Nasledne sme vzorky na d’al$iu kultivaciu pripravili nasledovne:

Objem ejakulatu C7HsO3 Fyziologicky roztok  Riedenie
Skupina (ul) (mg.ml™) (ul)
SA 20 2,0 1000 1:50
SB 20 1,0 1000 1:50
CA/CB 20 0,0 1000 1:50

Dalsie ¢lenenie skupin bolo nasledovné:
o skupina A:
o kontrolna skupina CA (zriedeny ejakulat kultivovany pri teplote 37 °C);
o kontrolna skupina CA (zriedeny ejakulat kultivovany pri teplote 5 °C);
o skupina SA (zriedeny ejakulat s pridanim 2 mg kyseliny salicylovej
kultivovany pri teplote 37 °C);
o skupina SA (zriedeny ejakulat s pridanim 2 mg kyseliny salicylovej
kultivovany pri teplote 5 °C)
o skupina B:
o kontrolna skupina CB (zriedeny ejakulat kultivovany pri teplote 37 °C);
o kontrolna skupina CB (zriedeny ejakulat kultivovany pri teplote 5 °C);
o skupina SB (zriedeny ejakulat s pridanim 1 mg kyseliny salicylovej ejakulat
kultivovany pri teplote 37 °C);
o skupina SB (zriedeny ejakulat s pridanim 1 mg kyseliny salicylovej ejakulat

kultivovany pri teplote 5 °C).
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Merania sme vykonavali pouzitim metody CASA (Computer—Assisted Sperm
Analysis — analyza pohyblivosti spermii pocitacovou technikou) systémom
SpermVision (Minitiib, Tiefenbach, SRN) s mikroskopom Olympus BX 51
(Olympus, Japonsko). Principom metddy je digitalizacia pohybu spermii —
jednotlivych krivociar (Obrazok 3), ktora sa nasledne vyhodnoti softvérom

a znazorni na obrazovke PC (Obrazok 4).
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Obrazok 4: Vystup CASA analyzy na PC
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Merania prebiehali nasledovne:
e vzorky inkubované pri teplote 37 °C v piatich Casovych intervaloch
s jednohodinovym odstupom: 0, 60, 120, 180 a 240 minut;
e vzorky ulozené pri teplote 5 °C v Styroch ¢asovych intervaloch: 24, 48, 72
a 168 hodin.
Kazdlt vzorku sme umiestnili do pocitacej komorky Makler Counting Chamber
s hibkou 10 pm (Sefi—-Medical Instruments, SRN) a nasledne umiestnili do zorného
pol'a. V kazdej vzorke sme sledovali nasledovné parametre:
—  MOT (motility — percento pohyblivosti spermii; > 5 pm.s™; v %);
—  PRO (progressive motility — percento progresivne pohyblivych spermii; > 20
],Lm.s'l;v %);
DAP (distance average path — priemerna prejdena draha; v um);
DCL (distance curved line — krivociarova draha pohybu; v um);
DSL (distance straight line — priama draha; v um);
VAP (velocity average path — priemerna drahova rychlost’; v pm.s™);
VCL (velocity curved line — krivo&iara rychlost’; v pm.s™);
VSL (velocity straight line — rychlost’ prejdenej priamej drahy; v pm.s™);
STR (straightness — priamost— VSL:VAP);
LIN (linearity — linearita — VSL:VCL);
WOB (wobble — kmitanie — VAP:VCL);
ALH (amplitude of letaral head displacement — amplitida lateralneho posunu

A

hlavicky; v um);

—  BCF (beat cross frequency — frekvencia krizovych uderov; v Hz).

Na porovnanie vysledkov CASA analyzy v jednotlivych ¢asovych obdobiach
pri sledovani vplyvu teploty sme pouzili Statisticky Scheffeho test. Pri porovnavani
vysledkov sme pouzili Standardny Statisticky Studentov t—test. Preukaznost’ rozdielov

sme hodnotili na hladine preukaznosti p<0,05; 0,01 a 0,001.
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4 Vysledky

V predkladanej diplomovej praci popisujeme pohybové parametre spermii
bykov po pridani kyseliny salicylovej hodnotené komputerovou technikou a jej
casové a teplotné odliSnosti.

Pri jednotlivych meraniach sme zaznamenavali priemerni hodnotu (x),
smerodajnit odchylku (sd), variacny koeficient (cv), smerodajni chybu (se),
minimalnu (min) a maximalnu (max) hodnotu.

Kompletné vysledky analyzy pohybovych parametrov bykov po pridani
kyseliny salicylovej hodnotenych metodou CASA st uvedené v tabul’kach 1 — 18,
kde sme jednotlivé merania oznaéili nasledovne: CAS 0 — 0 hodin (hned’ po pridani);
CAS 1 —po I hodine, CAS 2 — po 2 hodinach, CAS 3 — po 3 hodinach, CAS 4 — po 4
hodinach, CAS 5 — po 24 hodinach, CAS 6 — po 48 hodinach, CAS 7 — po 72
hodinach a CAS 8 — po 168 hodinach a v grafoch 1 — 13.

V hodnoteni vysledkov a ich preukaznosti sme sa detailne zamerali najmé na
parametre pohyblivost’ spermii (MOT), progresivnu pohyblivost spermii (PRO),
vzdialenostné parametre (DAP, DCL, DSL), rychlostné parametre (VAP, VCL,
VSL), amplitadu lateralneho posunu hlavicky (ALH) a frekvenciu tderov (BCF).

Celkova pohyblivost’ spermii sa pohybovala medzi 15,38 — 62,16% (SA
skupina) a 26,86 — 76,30% (SB skupina). V skupine SA Vv porovnani s kontrolnou
skupinou boli namerané hodnoty pohyblivosti spermii preukazne nizsie v ¢ase 0 — 7.
Preukazne (p<0,001) najnizsie percento pohyblivosti nam vsak ukazuju Casy 5, 6 a 7
ato pri teplote 5 °C, kedy ich rozpitie je 15,38 — 18,08%. Zaujimavé boli hodnoty
v skupine SB, kde preukaznost’ nastala az po 24 hodinach, kedy hodnoty nabrali
vyrazny klesajuci charakter a to konkrétne v ¢asoch 5, 6 a 7. Pri porovnavani skupin
SA aSB nam hodnoty vykazuju, Ze vyrazne znizena motilita spermii nastala pri
vyssej koncentracii kyseliny salicylovej (skupine SA).

Percento progresivnej pohyblivosti bolo nizsie 3,67 — 47, 45% (SA skupina)
a 14,77 — 65,94% (SB skupina) v skupinach s pridanim kyseliny salicylovej. Pri
hodnoteni progresivnej pohyblivosti sme namerali preukazne nizSie hodnoty

v skupine SA oproti skupine kontrolnej. Preukazny pokles (p<0,001) nastal uz pri

v
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preukazné hodnoty sme opit’ zaznamenali pri vzorkach, ktoré boli skladované pri
v teplote 5 °C a to po 24 hodinach (Cas 5, 6, 7 a 8). Ich rozpétie bolo 3,67 — 9,36%.
Podobne to bolo aj pri skupine s nizSou koncentraciou (SB), kde sme preukazny
pokles hodnot zacali zaznamenavat’ v Case 2, teda po dvoch hodinach. Preukazny
progresivnej pohyblivosti spermii 14,77%. Pri porovnavani skupin SA a SB m6zeme
konStatovat’, Ze najzaujimavejSie preukazne nizSie hodnoty boli namerané pri vyssej
hodnota (p<0,001) je 3,67% (po 24 hodinach, teplota 5 °C).

Pri sledovani vzdialenostnych (drdhovych) parametrov sme zistili preukazne
nizsie hodnoty ato najmé pri parametri DSL v skupine SA uZ pri prvom merani.
Preukazny pokles nastal po 24 hodinach a najnizSou hodnotou tohto parametra je
hodnota v case 6, teda po 47 hodinach. V skupine SB sme zaznamenali preukazne
nizsie hodnoty uz pri druhom merani v ¢ase 1. Tu moézeme pozorovat preukazne
postupné znizovanie sa hodnoét a to Vv rozpéti 16, 28 — 11,17 um. V porovnani oboch
skupin s rozdielnou koncentraciou kyseliny salicylovej namerané hodnoty vykazuja
preukazne nizSie namerané¢ hodnoty s skupine s nizSou koncentraciou (SA), kedy
sme vzorky kultivovali pri teplote 5 °C. V tejto skupine vSetky tri drahové parametre
vykazujt preukazne klesajuce hodnoty (p<0,001).

V skupine rychlostnych parametrov (VAP, VCL, VSL) sme zistili podobné
tendencie ako u parametrov drahovych. Preukaznost’ pri vyssej koncentracii kyseliny
salicylovej je oproti kontrolnej skupine vidite'na uz pri prvom merani az po ¢as 7.
(15,02 um.s™). Celkovo preukazne nizsie hodnoty sme zaznamenali v ¢asoch 5, 6
a 7. Statisticky preukazné hodnoty sme zaznamenali aj v skupine SB, ktord sme
taktiez porovnali s kontrolnou skupinou. Preukazni hodnotu (p<0,001) vidime uZz
v &ase 1, ¢o je druhé meranie — 16, 28 pm.s™ (parameter VSL). Pri porovnani skupin
SA a SB modZeme zhodnotit, Ze preukazne vyznamnejsi pokles hodnot nastal opat
pri vysSej koncentrécii kyseliny salicylovej vo vzorkach, ktoré boli uchovavané pri
nizkej teplote.

Pri parametri amplitida lateralneho posunu hlavicky (ALH) sme si vSimli

preukazné klesanie (p<0,01) hodnét uz pri prvom merani v skupine SA v porovnani
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s kontrolnou skupinou CA. Preukazné boli aj ¢asy 1 — 7 (p<0,001). Zaujimavy obraz
moézeme sledovat’ aj v hodnoteni skupin SB a CB, kde preukaznost’ hodno6t (p<0,05)
je zaznamenana az po 24 hodinach (Cas 5, 6 a 7, teplota 5° C). Pri tomto parametri
sme opat’ zistili, Ze vyraznejsi vplyv na lateralny pohyb hlavicky spermie ma vyssia
koncentracia kyseliny salicylovej (2,35 — 3,83 um).

Frekvencia krizovych uderov (BCF) vykazuje taktiez vysoku preukaznost
hodnét, ktoré sme pocas nasich merani zaznamenali. Vyznamnu preukaznost’ sme
zhodnotili v skupine SA voci kontrolnej skupine. Ta je zaznamenana uz pri prvom
merani, v ¢ase 0. Ostatné hodnoty postupnou kultivaciou preukazne klesali (p<0,001)
az po ¢as 7. O nieCo nizSie hodnoty, v ramci skupiny SA, sme namerali pri teplote
5°C. Rozpitie hodnét sa pohybuje od 11,47 — 21,80 Hz. V skupine s nizSou
koncentraciou kyseliny salicylovej sme zaznamenali preukaznost hodndt uz
v druhom merani az po meranie Sieste (Cas 5). Pri porovnavani koncentracii sme opéat’
prisli k zaveru, ze vys$Sia koncentracia kyseliny salicylovej mé za nasledok znizenie

frekvencie krizovych tuderov.
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Tabulka 3: Pohyblivost’ spermii po pridani kyseliny salicylovej v casovom obdobi —

CAS 0
PRO | 79,07° | 11,12 | 1,60 | 14,06 | 50,84 92,49
DAP | 28,35° | 3,20 046 | 11,27 | 23,37 34,50
DCL | 49,79° | 6,84 | 099 | 1374 | 39,98 64,78
DSL | 21,25° [ 292 | 042 | 13,75 | 16,43 26,54
VAP | 6701°| 755 | 1,09 | 11,26 | 5551 82,38
VCL [117,44°| 1599 | 2,31 | 13,62 | 96,49 152,98
VSL | 5043° | 7,01 | 1,01 | 1389 | 3957 62,36
STR 0,75 0,04 | 001 | 599 0,66 0,85
LIN 0,43 0,06 | 001 | 12,92 0,35 0,59
WOB 0,57 0,04 | 0,01 7,38 0,52 0,69
ALH 537° | 0,70 0,10 | 1311 3,79 6,26
BCF | 2647 | 215 0,31 8,12 22,52 31,25
SA MOT | 62,16° | 2222 | 321 | 3575 | 21,21 97,07
PRO | 47,45° | 2432 | 351 | 51,25 | 1212 91,70
DAP 17,28% | 3,05 044 | 17,65 | 13,06 23,78
DCL | 30,14° | 597 | 086 | 19,81 | 21,39 42,79
DSL 12,71 | 211 0,30 | 16,56 9,23 16,94
VAP | 3943° | 7,87 1,14 | 19,96 | 29,45 56,35
VCL | 6852° | 1494 | 216 | 21,80 | 46,29 100,85
VSL 29,05 | 5,50 079 | 1892 | 20,70 40,56
STR 0,73 0,03 | 000 | 456 0,65 0,82
LIN 0,42 004 | 001 | 9,79 0,33 0,52
WOB 0,57 0,04 | 001 | 655 0,47 0,69
ALH 3,74° | 0,89 0,13 | 23,70 2,45 5,39
BCF | 21,80° | 213 | 031 | 9,79 14,76 25,60

X — priemer; sd — smerodajna odchylka; se — Standardna chyba; cv — variacny
koeficient (v %); minimum — minimalna hodnota; maximum — maximalna hodnota
A _ p<0,05; B — p<0,01; © — p<0,001
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Tabul’ka 4: Pohyblivost’ spermii po pridani kyseliny salicylovej v ¢asovom obdobi —

CAS 0
| Skupina [Parameter | x| sd | se | ov | minimum [ maximum |

CB MOT 7856 | 16,07 | 2,32 | 69,23 | 4545 98,92
PRO 68,76 | 17,70 | 2,32 | 20,46 | 24,24 89,38

DAP 2472" | 267 | 255 | 2574 | 18,33 30,58

DCL 41,71 | 582 | 084 | 1395 | 31,26 53,34

DSL 1911 | 2,88 | 042 | 1508 | 12,46 26,16

VAP 58,26° | 653 | 094 | 11,21 | 41,43 70,44
VCL 98,00 | 13,75 | 1,98 | 14,03 | 75,62 128,84

VSL 4526 | 7,01 | 1,00 | 1549 | 28,16 58,83

STR 0,77 0,07 | 0,01 | 9,08 0,64 0,89

LIN 0,46 0,09 | 0,01 | 20,03 0,33 0,68

WOB 0,59 0,07 | 0,01 | 11,52 0,51 0,78

ALH 4,57 1,15 | 0,17 | 25,25 2,38 6,38

BCF 2650 | 2,74 | 040 | 10,35 | 20,33 31,17

SB MOT 76,30 | 1595 | 2,30 | 20,91 | 4561 98,11
PRO 6594 | 1395 | 2,00 | 21,15 | 38,09 85,62

DAP 2375 | 234 | 032 | 1051 | 17,37 27,81

DCL 35,88 3,98 0,57 | 11,10 29,97 51,64
DSL 16,14 2,61 0,38 | 16,15 12,10 21,51
VAP 4789°% | 4,55 0,66 9,50 40,13 61,25
VCL 82,23 7,91 1,14 9,62 70,51 112,29
VSL 37,25 5,50 0,79 | 14,77 27,81 47,91

STR 0,77 0,06 0,01 7,80 0,64 0,89
LIN 0,45 0,06 0,01 | 12,61 0,32 0,57
wOB 0,58 0,04 0,01 6,50 0,50 0,65
ALH 3,99 0,93 0,13 | 23,37 2,51 5,81

BCF 26,76 4,01 0,58 | 14,97 20,94 35,33

X — priemer; sd — smerodajna odchylka; se — Standardna chyba; cv — variacny
koeficient (v %); minimum — minimalna hodnota; maximum — maximalna hodnota
A _ p<0,05; B — p<0,01; © — p<0,001
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Tabulka 5: Pohyblivost’ spermii po pridani kyseliny salicylovej v casovom obdobi —
CAS 1

CA MOT | 7958 | 7,64 | 1,10 | 9,60 | 61,11 93,95
PRO 71,68° | 751 | 1,08 | 1048 | 5555 86,57
DAP 29,65° | 3,09 | 045 | 1041 | 22,83 36,51
DCL 5557° | 825 | 1,19 | 14,84 | 34,78 73,95
DSL 22,00 | 317 | 046 | 1433 | 1543 29,79
VAP 69,97 | 7,34 | 1,06 | 1050 | 54,23 86,74
VCL | 131,04° | 19,90 | 2,87 | 1519 | 8261 183,84
VSL 52,20 | 7,39 | 1,07 | 1417 | 37,12 69,91
STR 0,74 | 0,07 | 001 | 9,87 0,63 0,90
LIN 0,40 0,07 | 0,01 | 17,27 0,29 0,57
WOB 0,53 0,04 | 0,01 | 819 0,40 0,65
ALH 515° | 1,16 | 0,17 | 22,50 2,38 6,81
BCF 27,63° | 518 | 075 | 18,76 | 20,42 40,40

SA MOT | 49,80° | 24,15 | 3,49 | 4849 | 14,28 86,27
PRO 38,16° | 24,65 | 356 | 64,60 2,40 76,34
DAP 17,41° | 2,86 | 041 | 16,43 9,08 23,69
DCL 33,11° | 544 | 0,79 | 16,44 | 1561 43,93
DSL 11,80° | 2,34 | 0,24 | 19,86 5,60 17,41
VAP 39,23 | 659 | 095 | 16,80 | 26,81 53,14
VCL 74,06 | 11,90 | 1,72 | 16,07 | 44,96 97,36
VSL 26,64° | 534 | 077 | 20,05 | 11,99 40,09
STR 067% | 006 | 001 | 9,19 0,36 0,80
LIN 0,36 0,05 | 0,01 | 13,88 0,17 0,48
WOB 0,53 0,04 | 0,01 | 800 0,40 0,59
ALH 3,80° | 056 | 0,08 | 14,73 1,95 4,67
BCF 19,86° | 2,40 | 0,35 | 12,10 | 16,53 27,40

X — priemer; sd — smerodajna odchylka; se — Standardna chyba; cv — variacny
koeficient (v %); minimum — minimalna hodnota; maximum — maximalna hodnota
A _ p<0,05; B — p<0,01; © — p<0,001
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Tabulka 6: Pohyblivost’ spermii po pridani kyseliny salicylovej v ¢asovom obdobi —

CAS1

CB MOT 7681 | 923 | 1,33 | 12,01 | 5362 90,80
PRO 68,17 | 996 | 144 | 1461 | 47,82 85,57
DAP 2752 | 269 | 039 | 9,77 20,19 34,52
DCL 51,03 | 6,88 | 099 | 1348 | 3741 65,18
DSL 20,76 | 2,63 | 0,38 | 12,67 | 14,56 26,36
VAP 64,68° | 6,17 | 089 | 9,54 47,99 80,19
VCL | 119,72° | 16,66 | 2,40 | 1392 | 83,68 154,06
VSL 48,86° | 585 | 0,84 | 11,97 | 34,70 61,14
STR 0,75 0,07 | 0,01 | 867 0,64 0,89
LIN 0,41 0,07 | 0,01 | 16,72 0,33 0,59
WOB 0,54 0,05 | 0,01 | 858 0,46 0,67
ALH 4,78 094 | 0,14 | 19,64 2,97 6,33
BCF 27,93 | 481 | 069 | 17,21 | 20,96 36,83

SB MOT 70,65 | 13,06 | 1,89 | 1849 | 41,07 90,71
PRO 58,28 | 1501 | 217 | 2575 | 2857 82,06
DAP 2161 | 290 | 042 | 1343 | 1745 28,66
DCL 39,43 | 454 | 065 | 11,50 | 32,10 49,62
DSL 16,28° | 2,65 | 0,38 | 16,30 | 12,69 23,93
VAP 49,60° | 6,50 | 0,94 | 13,10 | 40,75 65,47
VCL 90,15° | 9,97 | 144 | 11,06 | 7441 113,29
VSL 37,41° | 584 | 084 | 1561 | 29,84 53,98
STR 0,77 0,06 | 0,01 | 581 0,64 0,89
LIN 0,41 0,03 | 0,00 | 836 0,34 0,49
WOB 0,54 0,03 | 0,00 | 553 0,47 0,60
ALH 4,07 054 | 0,08 | 13,15 3,14 4,90
BCF 23,75 | 3,09 | 045 | 13,01 | 18,18 30,70

X — priemer; sd — smerodajna odchylka; se — Standardna chyba; cv — variacny
koeficient (v %); minimum — minimalna hodnota; maximum — maximalna hodnota
A _ p<0,05; B — p<0,01; © — p<0,001
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Tabulka 7: Pohyblivost’ spermii po pridani kyseliny salicylovej v ¢asovom obdobi —
CAS2

CA MOT | 77,38 | 7,79 | 1,12 | 10,07 | 56,89 89,47
PRO 66,73 | 9,88 | 1,43 | 14,81 | 40,00 83,50
DAP 28,25° | 327 | 047 | 1156 | 2054 36,04
DCL 52,25° | 8,33 | 1,20 | 1594 | 34,60 67,74
DSL 2123 | 262 | 038 | 1233 | 16,11 27,68
VAP 65,80° | 7,50 | 1,08 | 11,39 | 47,90 83,01
VCL | 121,44 | 1919 | 2,77 | 1580 | 80,60 161,55
VSL 4948 | 564 | 081 | 11,39 | 37,65 64,19
STR 0,75 0,07 | 0,01 | 9,79 0,63 0,91
LIN 0,41 0,07 | 0,01 | 16,89 0,31 0,60
WOB 0,54 0,04 | 0,01 | 743 0,47 0,66
ALH 4,78% | 1,07 | 016 | 22,48 2,78 6,33
BCF 2782° | 521 | 0,75 | 18,75 | 20,30 38,56

SA MOT | 53,15 | 17,97 | 259 | 33,81 | 17,50 86,09
PRO 39,43° | 19,33 | 2,79 | 49,02 | 10,00 73,23
DAP 17,25 | 2,88 | 042 | 16,72 | 11,75 23,28
DCL 3233 | 4738 | 063 | 13,56 | 23,36 42,19
DSL 11,74 | 2,17 | 0,31 | 1853 7,61 16,10
VAP 3859° | 7,38 | 1,06 | 19,12 | 24,89 54,59
VCL 71,92 | 11,10 | 1,60 | 1543 | 50,36 98,68
VSL 26,28° | 561 | 081 | 21,35 | 16,11 37,75
STR 0,67 0,04 | 0,01 | 565 0,59 0,77
LIN 0,36 0,04 | 0,01 | 12,50 0,25 0,45
WOB 0,53 0,05 | 0,01 | 885 0,37 0,61
ALH 3,80 | 069 | 010 | 1811 2,59 5,32
BCF 19,17 | 1,81 | 026 | 943 15,58 24,31

X — priemer; sd — smerodajna odchylka; se — Standardna chyba; cv — variacny
koeficient (v %); minimum — minimalna hodnota; maximum — maximalna hodnota
A _ p<0,05; B — p<0,01; © — p<0,001
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Tabul’ka 8: Pohyblivost’ spermii po pridani kyseliny salicylovej v ¢asovom obdobi —

CAS2

CB MOT 76,07 | 838 | 121 | 11,02 | 58,90 91,54
PRO 69,10° | 7,59 | 1,10 | 10,98 | 50,68 82,78
DAP 2783¢ | 311 | 045 | 11,17 | 18,65 34,84
DCL 52,74 | 836 | 1,21 | 1585 | 29,50 71,83
DSL 21,09 | 233 | 034 | 11,04 | 1549 26,25
VAP 64,25° | 6,85 | 099 | 10,67 | 43,96 79,40
VCL | 121,54 | 1841 | 266 | 1515 | 70,77 159,07
VSL 48,71 | 479 | 069 | 9,83 36,52 59,43
STR 0,76 0,06 | 0,01 | 7,30 0,66 0,89
LIN 0,40 0,05 | 0,01 | 13,10 0,34 0,52
WOB 0,53 0,03 | 0,00 | 631 0,47 0,62
ALH 4,76 097 | 0,14 | 2041 2,27 6,15
BCF 2753° | 513 | 0,74 | 1862 | 21,60 41,41

SB MOT 69,23 | 10,16 | 1,47 | 1467 | 5245 89,70
PRO 52,55° | 12,89 | 1,86 | 2453 | 26,98 80,55
DAP 20,64° | 349 | 050 | 16,90 | 14,11 28,13
DCL 38,41° | 630 | 091 | 16,27 | 2557 51,41
DSL 15,10° | 3,04 | 044 | 20,14 | 10,18 23,18
VAP 46,85° | 7,75 | 1,12 | 1654 | 33,75 62,08
VCL 87,50 | 13,93 | 2.01 | 1591 | 61,44 114,09
VSL 3427° | 6,72 | 097 | 1960 | 2471 50,99
STR 0,72 0,05 | 0,01 | 6,52 0,62 0,82
LIN 0,39 0,04 | 001 | 9,70 0,30 0,48
WOB 0,53 0,03 | 0,00 | 518 0,45 0,60
ALH 4,12 0,63 | 0,09 | 1531 2,79 5,47
BCF 21,97 | 250 | 0,36 | 11,40 | 17,08 27,44

X — priemer; sd — smerodajna odchylka; se — Standardna chyba; cv — variacny
koeficient (v %); minimum — minimalna hodnota; maximum — maximalna hodnota

A _ p<0,05; B — p<0,01; © — p<0,001
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Tabulka 9: Pohyblivost’ spermii po pridani kyseliny salicylovej v ¢asovom obdobi —

CAS 3

CA MOT | 79,74% | 11,32 | 1,63 | 14,20 | 54,16 99,14
PRO 7148% | 12,66 | 1,83 | 17,72 | 4210 94,84
DAP 27,44° | 581 | 084 | 21,16 | 14,80 35,55
DCL 52,26° | 11,99 | 1,73 | 22,94 | 28,38 72,21
DSL 20,16° | 3,79 | 055 | 18,79 | 12,17 27,95
VAP 63,77 | 13,60 | 1,96 | 21,32 | 3441 85,28
VCL | 121,32° | 27,93 | 4,03 | 23,02 | 64,56 165,01
VSL 46,86° | 885 | 1,28 | 18,88 | 27,94 67,70
STR 0,74 0,06 | 001 | 812 0,64 0,84
LIN 0,39 0,04 | 001 | 11,51 0,31 0,46
WOB 0,52 0,03 | 0,00 | 5,07 0,46 0,57
ALH 491° | 1,31 | 0,19 | 26,60 2,37 6,67
BCF 26,79 | 448 | 065 | 16,71 | 21,08 37,65
SA MOT | 58,13° | 1867 | 2,70 | 32,122 | 21,62 85,71
PRO 35,22° | 20,58 | 2,97 | 5844 | 10,81 73,10
DAP 15,67 | 3,26 | 047 | 20,78 | 10,80 22,00
DCL 30,53 | 515 | 0,74 | 16,86 | 19,64 39,77
DSL 10,54 | 2,37 | 0,34 | 22,50 6,55 14,79
VAP 3497° | 812 | 1,17 | 2321 | 22,62 51,06
VCL 67,70 | 12,66 | 1,83 | 18,70 | 44,27 92,92
VSL 2356° | 583 | 084 | 2476 | 13,79 34,66
STR 0,67 0,04 | 001 | 613 0,57 0,79
LIN 0,34 0,05 | 0,01 | 14,60 0,24 0,46
WOB 0,51 0,05 | 0,01 | 10,37 0,36 0,60
ALH 353° | 082 | 012 | 2319 1,98 5,31
BCF 18,29 | 2,06 | 0,30 | 11,25 | 13,60 23,07

X — priemer; sd — smerodajna odchylka; se — Standardna chyba; cv — variacny
koeficient (v %); minimum — minimalna hodnota; maximum — maximalna hodnota
A _ p<0,05; B — p<0,01; © — p<0,001
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Tabul’ka 10: Pohyblivost’ spermii po pridani kyseliny salicylovej v casovom obdobi

—CAS 3
| Skupina [Parameter | x| sd | s | ov | minimum | maximm
CB MOT 7820 | 646 | 093 | 827 61,53 90,99
PRO 67,00 | 809 | 1,17 | 12,06 | 41,02 83,78
DAP 2568° | 141 | 020 | 547 21,99 28,98
DCL 46,93 | 39 | 057 | 843 36,62 53,03
DSL 19,77 | 1,71 | 0,25 | 8,67 16,63 24,57
VAP 59,89 | 353 | 051 | 5,89 49,98 65,07
VCL | 109,07° | 9,90 | 1,43 | 9,08 83,65 125,81
VSL 46,16 | 363 | 052 | 7,86 38,87 55,26
STR 0,77 0,06 | 0,01 | 7,64 0,65 0,89
LIN 0,42 0,05 | 0,01 | 12,49 0,33 0,57
WOB 0,55 0,03 | 0,00 | 578 0,50 0,65
ALH 4,51 0,84 | 0112 | 18,63 2,69 5,76
BCF 28,02 | 455 | 066 | 16,25 | 2141 38,65
SB MOT 6511 | 1334 | 1,93 | 20,49 | 37,77 87,65
PRO 4754 | 16,71 | 2,41 | 3515 | 17,77 78,62
DAP 19,18 | 3,81 | 055 | 19,84 | 1242 24,93
DCL 3849 | 947 | 137 | 2461 | 2586 70,42
DSL 1361 | 2,72 | 0,39 | 19,98 8,68 19,41
VAP 4313% | 937 | 135 | 21,73 | 26,99 58,37
VCL 86,01° | 21,17 | 3,06 | 24,62 | 56,81 151,10
VSL 30,67 | 6,78 | 098 | 2211 | 19,71 45,63
STR 0,71 0,05 | 0,01 | 7,26 0,58 0,81
LIN 0,36 0,06 | 0,01 | 16,18 0,16 0,44
WOB 0,50 0,07 | 0,01 | 13,20 0,27 0,58
ALH 3,97 097 | 014 | 2447 2,22 5,46
BCF 22,07 | 228 | 033 | 1035 | 17,76 26,52

X — priemer; sd — smerodajna odchylka; se — Standardna chyba; cv — variacny
koeficient (v %); minimum — minimalna hodnota; maximum — maximalna hodnota
A _ p<0,05; B — p<0,01; © — p<0,001
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Tabul’ka 11: Pohyblivost’ spermii po pridani kyseliny salicylovej v casovom obdobi
~CAS 4

CA MOT | 79,27° | 1047 | 151 | 13,21 | 56,00 93,83
PRO 71,52 | 892 | 1,29 | 12,47 | 52,00 86,30
DAP 28,07 | 414 | 0,60 | 14,76 | 21,59 38,44
DCL 51,92° | 11,03 | 1,59 | 21,25 | 3556 82,33
DSL 21,29 | 2,88 | 042 | 1351 | 16,05 27,70
VAP 65,03 | 9,13 | 1,32 | 14,03 | 49,03 86,58
VCL | 119,93° | 24,49 | 3554 | 20,42 | 83,79 185,05
VSL 49,35° | 6,21 | 0,90 | 12,59 | 37,08 62,70

STR | 076° | 006 | 001 | 7,85 | 0,68 0,91

LIN 042° | 007 | 001 | 1601 | 031 0,62

WOB | 054 | 004 | 001 | 818 | 046 0,68

ALH | 484° | 093 | 013 | 1917 | 250 5,97

BCF | 27,07 | 504 | 0,73 | 1862 | 21,69 | 39,69

SA MOT | 56,09° | 1653 | 2,39 | 2946 | 29,68 | 8473
PRO | 3468° | 2266 | 327 | 6533 | 263 72,59

DAP 14,82° | 328 | 047 | 22,15 10,15 22.39
DCL 30,69° | 526 | 0,76 | 17,15 21,01 40,92
DSL 9,74 260 | 037 | 22,67 5,09 15,03
VAP 33,07 | 8,20 | 1,18 | 24,79 22.10 51,43
VCL 67,76 | 12,56 | 1,81 | 18,53 46,87 92,00
VSL 21,82 | 6,33 | 091 | 29,01 10,54 34,59

STR 0,65° 0,05 0,01 8,39 0,46 0,76
LIN 0,32° 0,07 0,01 | 21,27 0,15 0,43
wOB 0,48 0,08 0,01 | 16,11 0,29 0,59
ALH 3,45 0,82 0,12 | 23,69 2,23 5,14

BCF 18,63 2,22 0,32 | 11,90 13,37 27,20

X — priemer; sd — smerodajna odchylka; se — Standardna chyba; cv — variacny
koeficient (v %); minimum — minimalna hodnota; maximum — maximalna hodnota
A _ p<0,05; B — p<0,01; © — p<0,001
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Tabul’ka 12: Pohyblivost’ spermii po pridani kyseliny salicylovej v casovom obdobi
~CAS 4

CB MOT | 77,14 | 12,08 | 1,74 | 1566 | 52,54 98,20
PRO | 66,88" | 1429 | 2,06 | 21,37 | 38,75 92,21
DAP | 2509 | 249 | 036 | 993 | 18,68 29,79
DCL | 47,44 | 682 | 098 | 1438 | 3048 65,21
DSL | 19,35° | 242 | 035 | 1250 | 13,90 24,53
VAP | 5808 | 581 | 084 | 1000 | 4416 69,96
VCL | 10941 | 1528 | 2,20 | 1396 | 72,08 | 154,83
VSL | 4480° | 526 | 0,76 | 11,74 | 33,8 59,58
STR 077 | 005 | 001 | 711 | 067 0,88
LIN 041 | 004 | 001 | 956 | 032 0,50

WOB | 053 | 004 | 001 | 812 | 043 0,61
ALH 457 | 084 | 012 | 1846 | 2,66 5,85
BCF | 28,74 | 596 | 086 | 2074 | 2175 44,04

SB MOT | 6941 | 1440 | 1,92 | 20,75 | 38,61 91,53
PRO | 51,73" | 1860 | 2,49 | 3596 | 11,88 80,00
DAP | 1920 | 390 | 052 | 2033 | 10,90 25,81
DCL | 3915 | 665 | 0,89 | 1699 | 26,80 55,35
DSL | 13,81° | 319 | 043 | 23,10 | 7,09 20,69
VAP | 4365° | 961 | 128 | 2202 | 2332 59,21
VCL | 8838 | 1607 | 2.+f | 1819 | 5581 | 129,34
VSL | 31,42° | 7,73 | 1,03 | 2461 | 1475 47,19
STR 071 | 004 | 001 | 627 | 059 0,80
LIN 035 | 006 | 00l | 1654 | 022 0,43

WOB | 049 | 007 | 001 | 1374 | 031 0,58
ALH 415 | 088 | 012 | 21,14 | 233 5,42
BCF | 2317° | 3,02 | 040 | 1303 | 16,64 29,59

X — priemer; sd — smerodajna odchylka; se — Standardna chyba; cv — variacny
koeficient (v %); minimum — minimalna hodnota; maximum — maximalna hodnota
A _ p<0,05; B — p<0,01; © — p<0,001
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Tabulka 13: Pohyblivost’ spermii po pridani kyseliny salicylovej v casovom obdobi
~CAS5

MOT 76,72l 9,77 1,41 | 12,73 55,03 93,33

CA
PRO 66,51 | 11,55 | 1,67 | 17,37 | 44,96 90,90
DAP 27,31 | 322 | 046 | 11,80 | 19,55 34,36
DCL 54,14 | 7,80 | 1,13 | 14,41 | 3483 71,99
DSL 18,40° | 243 | 035 | 1321 @ 1281 24,26
VAP 64,61 | 834 | 120 | 1291 | 4590 82,36
VCL | 127,37°| 1885 | 2,72 | 14,80 | 80,88 168,11
VSL 4553° | 558 | 0,81 | 12,82 | 30,28 58,40
STR 067 | 005 | 001 | 7,29 0,59 0,78
LIN 0,34 0,03 | 0,00 | 8,03 0,27 0,38
WOB 0,50 0,03 | 000 | 6,13 0,45 0,57
ALH 572 | 085 | 012 | 14,84 3,75 7,60
BCF 2382° | 384 | 055 | 16,10 | 18,01 32,05
SA MOT 1538° | 980 | 141 & 6371 1,63 45,16
PRO 367 | 350 | 050 | 9536 0,00 13,33
DAP 11,38 | 872 | 126 | 76,66 0,00 28,11
DCL 18,95 | 14,78 | 2,13 | 77,99 0,00 47,96
DSL 766 | 563 | 081 | 7348 0,00 18,42
VAP 26,42° | 20,03 | 2,89 | 7581 0,00 63,43
VCL 4344° | 3318 | 4,79 | 76,37 0,00 103,69
VSL 17,99 | 1325 | 191 | 73,65 0,00 48,06
STR 049 | 034 | 0,05 | 69,30 0,00 0,90
LIN 0,31 0,23 | 0,03 | 74,12 0,00 0,71
WOB 0,44 0,30 | 0,04 | 67,76 0,00 0,80
ALH 2,94 | 215 | 031 | 73,01 0,00 7,20
BCF 12,88° | 9,73 | 1,40 | 75,75 0,00 33,42

X — priemer; sd — smerodajna odchylka; se — Standardna chyba; cv — variacny
koeficient (v %); minimum — minimalna hodnota; maximum — maximalna hodnota
A _ p<0,05; B — p<0,01; © — p<0,001
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Tabulka 14: Pohyblivost’ spermii po pridani kyseliny salicylovej v casovom obdobi

~CASS

MOT 76,60! 11,66 | 1,68 | 15,23 51,23 94,73

CB
PRO 65,79 | 1329 @ 192 | 2020 | 39,68 88,28
DAP 26,25° | 324 | 047 | 12333 18,63 36,49
DCL 51,48 | 847 @ 122 | 1646 | 3371 81,39
DSL 18,19 | 2,03 | 0,29 | 11,17 12,65 21,60
VAP 60,81 | 6,74 | 0,97 | 11,09 47,05 79,06
VCL | 11866 | 17,21 | 2,48 | 1451 | 80,23 174,97
VSL 42,20° | 429 | 062 | 10,16 | 31,77 50,30
STR 0,69 006 | 001 @ 812 0,57 0,82
LIN 0,35 0,04 | 001 | 12,19 0,25 0,42
WOB 0,51 004 | 001 | 8,18 0,45 0,62
ALH 524% | 0,78 | 0,11 | 14,92 3,37 6,89
BCF 2562° | 4,17 | 0,60 | 16,28 19,17 36,24
SB MOT 34,78 | 27,48 | 435 | 79,02 2,98 93,00
PRO 2247 | 27,32 | 432 | 121,61 | 0,00 80,23
DAP 16,44 | 6,63 | 1,05 | 40,34 0,00 26,97
DCL 28,77 | 1147 | 1,81 | 39,86 0,00 45,53
DSL 11,17¢ | 481 | 0,76 | 43,01 0,00 22,82
VAP 37,88° | 1547 | 2,45 | 40,84 0,00 64,23
VCL 65,82 | 26,18 | 4,14 | 39,77 0,00 103,91
VSL 2581 | 11,35 @ 1,80 | 43,99 0,00 54,15
STR 0,61 0,22 | 0,04 | 36,66 0,00 0,84
LIN 0,35 0,14 | 0,02 | 39,36 0,00 0,56
WOB 0,51 0,18 | 0,03 | 35,87 0,00 0,67
ALH 385" | 153 | 024 | 39,71 0,00 6,66
BCF 18,86° | 7,22 | 1,14 | 38,27 0,00 31,30

X — priemer; sd — smerodajna odchylka; se — Standardna chyba; cv — variacny
koeficient (v %); minimum — minimalna hodnota; maximum — maximalna hodnota
A _ p<0,05; B — p<0,01; © — p<0,001
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Tabul’ka 15: Pohyblivost’ spermii po pridani kyseliny salicylovej v casovom obdobi
~CAS 6

MOT 79,11! 12,65 | 1,83 | 15,99 49,49 95,38

CA
PRO 67,37 | 12,85 | 1,85 | 19,08 | 41,41 83,82
DAP 2584 | 262 | 038 | 10,13 18,54 31,83
DCL 53,24 | 597 | 086 | 1122 | 39,97 65,82
DSL 16,54° | 1,46 | 021 | 8,84 13,86 19,62
VAP 60,39 = 6,56 | 0,95 | 10,87 43,45 75,14
VCL | 123,84 | 1420 | 2,05 | 11,47 | 92,98 151,45
VSL 38,55° | 337 | 049 | 875 32,55 45,15
STR 0,64 | 005 | 001 | 812 0,53 0,75
LIN 0,31 0,02 | 0,00 @ 7,76 0,26 0,35
WOB 0,48 0,03 | 0,00 | 5,55 0,43 0,55
ALH 597 | 0,74 | 0,11 | 12,48 3,81 7,50
BCF 23,27 | 2,76 | 040 | 1184 18,84 29,03
SA MOT 18,08° | 14,08 | 2,03 | 77,91 0,00 44,95
PRO 7,00 | 856 | 124 | 12222 | 0,00 31,19
DAP 10,12° | 9,20 | 1,33 | 90,93 0,00 25,65
DCL 16,86° | 15,89 | 2,29 | 94,27 0,00 41,12
DSL 6,67 | 591 | 085 | 88,59 0,00 17,40
VAP 22,72 | 20,69 | 2,99 | 91,07 0,00 53,08
VCL 37,64 | 3541 | 511 | 94,08 0,00 92,11
VSL 15,02 | 13,39 | 1,93 | 89,16 0,00 36,00
STR 0,41 | 035 | 0,05 | 84,77 0,00 0,89
LIN 0,26 0,22 | 0,03 | 87,59 0,00 0,64
WOB 0,37 031 | 004 | 8281 0,00 0,71
ALH 237 | 211 | 030 | 88,76 0,00 5,20
BCF 11,47 | 980 | 1,41 | 8544 0,00 26,66

X — priemer; sd — smerodajna odchylka; se — Standardna chyba; cv — variacny
koeficient (v %); minimum — minimalna hodnota; maximum — maximalna hodnota
A _ p<0,05; B — p<0,01; © — p<0,001
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Tabul’ka 16: Pohyblivost’ spermii po pridani kyseliny salicylovej v casovom obdobi
~CAS 6

MOT 75,03l 13,64 | 1,97 | 18,19 42,16 96,25

CB
PRO 62,72 | 1516 | 2,19 | 24,17 | 30,76 90,00
DAP 2477° | 446 | 064 | 18,02 | 19,07 38,51
DCL 4982 | 12,31 1,78 | 2470 | 33,22 83,75
DSL 16,33 | 243 | 035 | 14,89 @ 12,08 24,36
VAP 57,76® | 10,68 | 1,54 | 18,48 | 44,89 91,61
VCL | 11533 | 27,70 | 4,00 | 24,02 | 77,22 189,21
VSL 38,01° | 545 | 0,79 | 14,35 | 28,02 54,97
STR 0,66 0,05 | 001 | 7,73 0,55 0,76
LIN 0,33 004 | 001 | 11,41 0,23 0,43
WOB 0,50 0,05 | 001 | 9,46 0,39 0,59
ALH 551" | 095 | 014 | 17,34 3,55 7,41
BCF 2354 | 334 | 048 | 14,17 | 18,12 30,82
SB MOT 26,86° | 1592 | 2,52 | 59,29 2,50 60,91
PRO 14,77 | 1369 | 2,17 | 92,73 0,00 45,97
DAP 2477 | 446 | 1,09 | 36,13 @ 19,07 38,51
DCL 32,46 | 13,35 | 2,11 | 41,14 0,00 60,56
DSL 11,45 | 343 | 054 | 29,93 0,00 18,31
VAP 4347% | 1430 | 2,26 | 32,90 0,00 79,89
VCL 73,46° | 27,87 | 441 | 37,93 0,00 125,30
VSL 26,34 | 7,89 | 1,25 | 29,97 0,00 43,96
STR 0,59 0,17 | 0,03 | 2883 0,00 0,78
LIN 0,36 0,12 | 0,02 | 34,33 0,00 0,57
WOB 0,57 0,16 | 0,02 | 27,31 0,00 0,77
ALH 406" | 124 | 020 | 30,57 0,00 6,13
BCF 1791 | 563 | 089 | 31,42 0,00 27,61

X — priemer; sd — smerodajna odchylka; se — Standardna chyba; cv — variacny
koeficient (v %); minimum — minimalna hodnota; maximum — maximalna hodnota
A _ p<0,05; B — p<0,01; © — p<0,001
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TabulPka 17: Pohyblivost’ spermii po pridani kyseliny salicylovej v ¢asovom obdobi
~CAS7

MOT 77,30! 11,07 | 1,58 | 14,33 56,75 94,54

CA
PRO 64,37 | 13,10 @ 1,87 | 20,35 | 3544 85,38
DAP 26,49 | 303 @ 043 | 1142 | 2119 31,16
DCL 5461 | 6,05 @ 086 | 11,08 | 4185 65,82
DSL 16,706 | 1,75 | 025 | 10,47 12,90 20,64
VAP 61,85 = 7,66 & 1,09 | 12,39 46,45 74,87
VCL | 126,91 | 14,71 | 2,10 | 1159 | 95,23 157,58
VSL 39,04° | 425 | 061 | 10,89 | 31,12 48,25
STR 0,63 | 005 | 001 | 7,96 0,53 0,75
LIN 0,30 0,02 | 000 | 754 0,26 0,36
WOB 0,48 0,04 | 001 | 7,65 0,39 0,57
ALH 596 | 0,75 | 011 | 12,57 4,71 7,05
BCF 23,24° | 300 | 043 | 12,90 18,53 31,60
SA MOT 17,75 | 18,29 | 2,64 | 103,01 | 0,00 63,15
PRO 9,63 | 14,25 | 2,06 | 147,94 | 0,00 43,80
DAP 10,39 | 867 | 1,25 | 8347 0,00 25,83
DCL 18,07 | 1564 | 2,26 | 86,57 0,00 42,68
DSL 6,88 | 580 | 084 | 84,33 0,00 18,80
VAP 23,61° | 19,42 @ 2,80 | 8227 0,00 53,45
VCL 40,54 | 34,27 | 4,95 | 8453 0,00 88,31
VSL 15,77¢ | 1322 | 1,91 | 8381 0,00 38,90
STR 0,42° | 034 | 005 | 81,54 0,00 0,99
LIN 0,26 0,23 | 0,03 | 91,35 0,00 0,90
WOB 0,37 0,30 | 0,04 | 81,84 0,00 0,94
ALH 2,35 | 191 | 028 | 81,41 0,00 4,58
BCF 12,64 | 11,33 | 1,64 | 89,69 0,00 44,57

X — priemer; sd — smerodajna odchylka; se — Standardna chyba; cv — variacny
koeficient (v %); minimum — minimalna hodnota; maximum — maximalna hodnota
A _ p<0,05; B — p<0,01; © — p<0,001
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Tabul’ka 18: Pohyblivost’ spermii po pridani kyseliny salicylovej v casovom obdobi
~CAS7

MOT 75,75l 1461 | 2,13 | 19,29 30,76 93,52

CB

PRO 63,83 | 1591 | 2,32 | 24,93 23,07 84,89
DAP 25,21° 3,06 045 | 12,13 19,28 31,64
DCL 50,75°% 8,58 1,25 | 19,91 37,10 70,92
DSL 16,08" 1,58 0,23 9,84 13,25 21,49
VAP 57,97° 7,01 1,02 | 12,08 44,14 71,91
VCL 116,13 | 18,11 | 2,64 | 1559 88,10 153,82
VSL 37,06 3,58 0,52 9,66 29,66 48,98

STR 0,64 0,08 | 0,01 | 12,92 0,46 0,79
LIN 0,32 0,05 | 0,01 | 14,46 0,22 0,40

WOB 0,50 0,04 | 001 | 8,07 0,40 0,57

ALH 565" | 083 | 012 | 14,75 3,80 6,75

BCF 2324 | 365 | 053 | 1570 | 17,31 32,50

SB MOT 30,75° | 17,80 | 2,81 | 57,87 6,38 69,23
PRO 20,63° | 16,84 | 2,66 | 81,63 1,52 54,62

DAP 19,49% | 384 | 0,61 | 19,73 9,98 25,54

DCL 3468° | 921 | 146 | 2656 @ 13,89 51,37

DSL 12,704 | 2,14 | 0,34 | 16,86 7,93 16,89

VAP 4457% | 868 | 1,37 | 19,49 | 24,54 60,69

VCL 78,91 | 20,58 | 3,25 | 26,08 33,44 118,83
VSL 29,10 4,97 0,79 | 17,10 17,83 40,68

STR 0,66 0,09 0,01 | 14,26 0,33 0,86
LIN 0,38 0,09 0,01 | 23,12 0,17 0,62
WOB 0,57 0,06 0,01 | 11,08 0,48 0,79
ALH 4,37% 0,97 0,15 | 22,29 1,78 7,08
BCF 20,86 5,80 0,92 | 27,80 4,00 43,28

X — priemer; sd — smerodajna odchylka; se — Standardna chyba; cv — variacny
koeficient (v %); minimum — minimalna hodnota; maximum — maximalna hodnota
A _ p<0,05; B — p<0,01; © — p<0,001
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Tabulka 19: Pohyblivost’ spermii po pridani kyseliny salicylovej v casovom obdobi

~CAS 8

CA MOT 4394 | 27,06 | 4,78 | 61,58 13,97 92,07
PRO 34,29° | 2568 | 4,54 | 74,87 3,40 80,30
DAP 2222 | 391 | 069 | 17,61 15,17 34,44
DCL 40,88° | 951 | 1,68 | 23,26 18,65 57,60
DSL 1322 | 232 | 041 | 1754 6,93 17,72
VAP 50,89 | 952 | 1,68 | 18,72 32,15 75,40
VCL 93,56 | 23,22 | 4,10 | 2481 39,25 135,40
VSL 30,46 | 6,03 | 1,07 | 19,80 14,54 42,14
STR 060 | 007 | 0,01 | 10,98 0,42 0,69
LIN 033 | 004 | 001 | 12,01 0,25 0,43
WOB 055 | 006 | 001 | 11,62 0,47 0,81
ALH 4,91 1,10 | 0,20 | 22,48 2,15 6,67
BCF 19,72 | 2,41 | 043 | 1223 12,59 23,24

SA MOT 22,00 | 1592 | 281 | 72,33 3,33 50,90
PRO 8,20 | 12,21 | 2,16 | 148,82 | 0,00 42,65
DAP 10,69 | 7,18 | 1,27 | 67,20 0,00 20,71
DCL 20,27 | 1511 | 2,67 | 74,57 0,00 43,16
DSL 748 | 486 | 086 | 64,91 0,00 16,45
VAP 25,99 | 16,82 | 2,97 | 64,70 0,00 46,30
VCL 48,15° | 33,87 | 599 | 70,35 0,00 95,99
VSL 18,30 | 11,65 @ 2,06 | 63,65 0,00 34,04
STR 053 | 033 | 0,06 | 61,331 0,00 0,96
LIN 031 | 024 | 0,04 | 76,49 0,00 0,97

WOB 043 | 029 | 005 | 67,88 0,00 1,00
ALH 3,15 2,10 | 0,37 | 66,50 0,00 6,73
BCF 15,15 | 11,94 | 2,11 | 78,80 0,00 48,46

X — priemer; sd — smerodajna odchylka; se — Standardna chyba; cv — variacny
koeficient (v %); minimum — minimalna hodnota; maximum — maximalna hodnota
A _ p<0,05; B — p<0,01; © — p<0,001
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Tabul’ka 20: Pohyblivost’ spermii po pridani kyseliny salicylovej v ¢asovom obdobi

~CAS 8

CB MOT 46,08 | 14,93 @ 264 | 31,40 | 2352 79,31
PRO 32,00 | 14,00 | 2,48 | 4375 8,19 60,97
DAP 2128 | 335 | 059 | 1573 | 10,59 28,21
DCL 3951 | 745 | 132 | 18,85 | 1811 51,88
DSL 1355 | 1,94 | 034 | 14,35 7,39 18,22
VAP 4924" | 764 | 135 | 1552 | 23,19 71,64
VCL 90,77 | 1594 | 2,82 | 17,56 | 39,70 123,77
VSL 31,41 | 437 | 077 | 1390 | 16,26 44,04
STR 0,64 0,04 | 001 | 6,06 0,55 0,70
LIN 0,34 0,04 | 001 | 10,35 0,28 0,43

WOB 0,54 003 | 001 | 6,16 0,45 0,62
ALH 4,88 047 | 008 | 9,61 3,61 5,93
BCF 2020 | 2,31 | 041 | 11,43 | 15,67 23,98

SB MOT 36,15 | 18,16 | 3,21 | 50,23 6,34 75,00
PRO 1591 | 11,89 | 2,10 | 74,76 0,00 39,36
DAP 1562 | 6,89 | 1,22 | 44,12 0,00 27,71
DCL 29,38 | 13,66 | 2,42 | 46,50 0,00 53,48
DSL 10,08 | 4,83 | 0,85 | 47,97 0,00 20,89
VAP 3550" | 1570 | 2,77 | 4421 0,00 62,87
VCL 66,47 | 31,08 | 549 | 46,75 0,00 119,90
VSL 2301 | 10,95 | 1,94 | 47,58 0,00 47,53
STR 0,56 023 | 004 | 4175 0,00 0,95
LIN 0,31 0,17 | 0,03 | 5491 0,00 0,98

WOB 0,48 021 | 004 | 4310 0,00 1,02
ALH 3,54 1,60 | 0,28 | 4522 0,00 6,70
BCF 16,60 | 7,56 | 1.34 | 4556 0,00 25,00

X — priemer; sd — smerodajna odchylka; se — Standardna chyba; cv — variacny
koeficient (v %); minimum — minimalna hodnota; maximum — maximalna hodnota
A _ p<0,05; B — p<0,01; © — p<0,001
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Graf 1: Pohyblivost spermii (v %) po pridani kyseliny salicylovej
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Graf 2: Progresivna pohyblivost’ spermii (Vv %) po pridani kyseliny salicylovej
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Graf 3: Priemerna prejdena draha spermii (v um) po pridani kyseliny salicylovej
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Graf 4: Krivoc¢iarova draha pohybu spermii (v um) po pridani kyseliny salicylove;j
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Graf 5: Priama draha spermii (v um) po pridani kyseliny salicylovej
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Graf 6: Priemerna drahova rychlost’ spermif (v pm.s™) po pridani kyseliny

salicylovej
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Graf 7: Krivo&iarova rychlost’ spermii (v pm.s™) po pridani kyseliny salicylovej
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Graf 8: Rychlost prejdenej priamej drahy spermii (v pm.s™) po pridani kyseliny
salicylovej

60 == SA e SB

50 /‘\

=—CA =—CB

40

30

20 -

10 -

0 1 2 3 4 24h 48h 72h 168h

53



Graf 9: Priamost’ pohybu spermii po pridani kyseliny salicylove;j
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Graf 11: Kmitanie spermii po pridani kyseliny salicylovej
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Graf 12: Amplitada lateralneho posunu hlavicky (v um) po pridani kys. salicylovej
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Graf 13: Frekvencia uderov spermii (v Hz) po pridani kyseliny salicylove;j
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5 Diskusia

V praci popisujeme vplyv kyseliny salicylovej na parametre pohyblivosti
(CASA parametre) spermii bykov pri odlisSnych teplotich a ¢asoch. Od tychto
parametrov faktorov sa odvija fertilizacnd schopnost’ spermii. Hlavnym cielom
diplomovej prace bolo zistit parametre pohyblivosti spermii bykov po pridani
kyseliny salicylovej pomocou CASA analyzy, ktor¢ by mohli preukédzat' ich
fertilizaCnt schopnost’.

V pracach Budwortha et al. (1987), Massanyiho (1989), Mathura et al. (1986)
a Vatmana et al. (1989) st popisané charakteristiky pohyblivosti spermii na zaklade
udajov, ktoré boli ziskané pomocou komputerovej techniky.

Senger et al. (1983) zist'ovali motilitu spermii pomocou fazového kontrastu
a percento spermii s intaktnym akrozémom bolo uréené interferen¢nou kontrastnou
mikroskopiou. Véznik (1973) testom propulzivity stanovoval stredni hodnotu
rychlosti pohybu spermii. Fotogrametrickym vySetrenim bola stanovend priemerna
rychlost’ pohybu spermii. Porovndvanim vysledkov oboch metéd bolo zistené, Ze
veli¢iny casového faktoru testu propulzivity zodpovedaju metrickym tdajom
fotometddy v exponencidlnej zavislosti. Zisteny pol€as zniZenia rychlosti spermii,
vzhl'adom k p6vodnym hodnotam bol 2 hodiny, zatial’ ¢o vV tom istom ¢ase dosahoval
pokles zivych spermii necelych 20%. Modzeme predpokladat’, Ze rozdiely medzi
vizualnym hodnotenim pohybu a percentom Zivych spermii st ovplyviiované
rychlost'ou pohybu spermii.

Je mnozstvo faktorov, ktoré maji u¢inok na pohyblivost’ spermii. Timurkaan
et al. (2005) sledovali u€inky prijmu mucky bavlnenych semien na pohyblivost’
spermii potkanov. Celkovo 100 samcov rozdelili do 5 skupin, ktorym podavali thto
mucku v roznych mnozstvach (kontrola 0%, 5%, 10%, 20% a 40%) do potravy po
dobu 8 dni. Vysledky poukazali na to, Ze pohyblivost’ spermii kimenych muckou
(10%, 20% a 40%) bola signifikantne znizena. Klinické symptomy boli pozorované
len u samcov kfmenych najvysSou davkou mucky (40%). Vysledky prace poukazuju
na to, ze skrmovanie mucky bavlnenych semien v mnozstve prevySujucom 5%

zniZuje pohyblivost’ spermii.
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Vplyv cudzich génov na reprodukéné schopnosti kralikov sledovali Chrenek
et al. (2007). Zamerali sa na porovnanie charakteristik ejakulatu a reprodukénych
schopnosti normalnych a transgénnych kralikov. Zistili, Ze neboli rozdiely v libide
apH ejakulatu medzi normalnymi a transgénnymi kralikmi. AvSak rozdiely
pozorovali v pohyblivosti  spermii,  koncentracii ~ spermii, v osmolarite
a Vv termorezistetnom teste spermii. Taktiez zistili rozdiel v mnozstve zivych spermii
Vv ejakulate.

Klinické stadie dokazali, ze injekcie kyseliny salicylovej, ktoré boli podavané
potkanom, sposobovali poruchy sluchu u potkanov. Zaroven pri su¢asnom podavani
zinku vysledky ukazali, ze jeho vstrekovanie pomohlo zvratit’ stratu sluchu (Guitton
et al., 2003).

V minulosti boli vo veterinarnom lekarstve vyuzivané lieCiva, ktoré
obsahovali kyselinu salicylovi. Predovsetkym sa aplikovali u psov na lie¢bu bolesti
a artritidy, hoci v sucasnosti sa pre tento ucel neodporucaju, pretoze si dostupné
nové, moderné lieCiva, ktoré maju menej neziaducich ucinkov. Psy su, napriklad,
obzvlast citlivé na gastrointestinalne neziaduce Uc¢inky spojené so salicylatmi
(Plumb, 2008). Kone taktiez v minulosti dostavali tieto lieCiva na Gl'avu od bolesti
a ked’Ze su taktiez mimoriadne citlivé, neodporaca sa ich podavanie (Cambridge et
al., 2010). Tieto lie¢iva by nemali byt nikdy podavané mackam, pretoze im chyba
schopnost’ tvorit’ glukoronidové konjugaty, preto je viac nez pravdepodobné, ze budi
pre ne jedovaté. Mozu byt pouzivané len pod priamym dohladom veterinara
(Lappin, 2001).

V suvislosti s u€inkom kyseliny salicylovej na parametre pohyblivosti
spermii zvierat v literatire kompletne chybaji. Skumal sa Uc¢inok kyseliny
salicylovej na pohyblivost’ spermii muzov (Porat-Soldin a Soldin, 1992). Podobne
ako v nasej praci, aviak pri koncentraciach 50 — 200 mg.I™ zistili pokles pohyblivosti
spermii za 24 hodin na 48 — 75% apo 48 hodinach na 33 — 61% Vv porovnani
s kontrolou. Predpoklad4 sa, Ze tento jav je spdsobeny skor priamou inhibiciou
motility ako poSkodenim spermii. Autori avSak jasne preukédzali podobny obraz
utlmu pohyblivosti spermii ako v naSej praci. MoZeme konStatovat, ze naSe
dosiahnuté vysledky st originalne a zatial' podobné vo vztahu k hospodarskym

zvieratam publikované neboli.
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Samotné meranie pohyblivosti spermii bolo uz obsahom viacerych prac.
Objektivne hodnotenie narazalo na mnohé t'azkosti, ktoré pramenili hlavne z toho, ze
zried'ovacie roztoky, rozne riedenie, teplota, Casovy faktor alebo hibka pozorovace;
vrstvy moze I'ahko ovplyvnit' pohyblivost’ spermii. Do uvahy treba brat’ aj to, Ze
hodnotenie motility komputerovou technikou sice uplne chyby nevylucuje, ale tie
mdzu pramenit hlavne zrozpoznania objektov, zvyraziiuje sa vSak relativny
porovnavajuci faktor hodnotenia. Jednotlivi autori dochadzaju k roznym vysledkom,
pricom rozdiely mohli vychddzat’ nielen z predtym uvedenych problémov, ale aj
Z roznych pouzitych metdd hodnotenia.

Vsetky pristroje zo skupiny CASA st akreditované WHO. Vic¢§ina pristrojov
udéava tie isté parametre, no medzi cenovymi reldciami a narocnostou obsluhy st
vel'ké rozdiely. Moderné analytické metody ejakulatov su zavislé od kvalifikovaného

laboratérneho personalu a od kvalitného pristrojového vybavenia laboratorii.
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6 Navrh na vyuzitie vysledkov

Predpokladom toho, aby bola insemindcia Uspesna, je potrebna kvalitna
inseminacna davka. Kvalitativne hodnotenie pohyblivosti spermii sa poklada za
nevyhnutny krok v objektivizéacii selekcie ejakulatov pre umelt insemindciu. Pri
hodnoteni pohyblivosti spermii treba brat’ do tivahy skuto¢nost, Ze hoci motilita je
znamkou vysokého stupna integrity bunky, nemusi byt v kazdom pripade zarukou
fertilizanej schopnosti spermii. Na druhej strane niektori autori prisli k zaveru, ze
znalost’ rychlosti pohybu spermie je ukazovatel, ktory ur¢uje omnoho vyraznejsiu
kvalitu ejakulatu, ako napriklad pokles percenta zivych spermii. V sucasnej dobe sa
preto viaceré vyskumy zameriavaji na zvySovanie kvality spermii a ich fertility.

Hlavnym cielom naSej prace bolo zistit parametre pohyblivosti spermii
bykov po pridani kyseliny salicylovej pomocou CASA analyzy, ktoré by mohli
preukdzat’ ich fertiliza¢nu schopnost’.

Kyselina salicylovd bola zistend vo vicSine druhov zeleniny, v ovoci a
hriboch ale najvyraznejSie vo vibovej kore. Odtialto bola extrahovand a pouZivana
ako aspirin. Patri medzi antioxidanty, ktorych vyuzite predpokladd pozitivne
vlastnosti na organizmus zivo¢ichov, resp. priamo na bunky, medzi ktoré patria
aj spermie.

Na zaklade vysledkov naSej experimentalnej prace v§ak mdzeme konstatovat’,
ze koncentracie kyseliny salicylovej pouzité v praci posobia na motilitu spermii
nepriaznivo. Ked’Ze kyselina salicylova patri do kategérie fenolovych fytohorméonov
a zistil sa jej tloha v raste a vyvoji rastlin, chovatelia zvierat, najmé bylinozravcov,
by sa mali zamerat’ na zlozenie kimnych davok. Praca totiz jasne odhalila negativne
ucinky na pohybové parametre spermii a naznacuje potencialne zniZenie kvalitativnej

schopnosti ejakulatov, resp. inseminaénych davok pouzivanych v chovatel'skej praxi.
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[ Zaver

V diplomovej praci sme sledovali pohyblivost spermii bykov po pridani
kyseliny salicylovej pomocou CASA analyzy pri teplote 37°C v piatich Casovych
intervaloch s jednohodinovym odstupom (0, 60, 120, 180 a 240 minut) a pri teplote
5°C v styroch Casovych intervaloch (24, 48, 72 a 168 hodin).

Z kazdého zrieden¢ho ejakulatu sme pripravili osem vzoriek atie sme
rozdelili na dve skupiny — skupina SA s pridanim 2 mg.ml™ kyseliny salicylovej a
skupina SB s pridanim 1 mg.ml™ kyseliny salicylovej. Celkovéa pohyblivost’ spermii
sa pohybovala medzi 15,38 - 62,16% (SA skupina) a 26,86 — 76,30% (SB skupina).
24 hodinach, kedy boli vzorky kultivované v chlade (15,38 — 18,08%). V skupine SB
sme zaznamenali podobné tendencie. Pri parametri progresivna pohyblivost’ spermii
boli zistené podobné hodnoty. Pri sledovani dréhovych parametrov sme zistili
preukazne nizke hodnoty v skupine SA uz pri prvom merani. Vyrazny pokles nastal
po 24 hodinach a najnizSou hodnotou tohto parametra je hodnota po 48 hodinach.
V skupine SB moézeme pozorovat preukazné postupné znizovanie sa hodnét a to
v rozpati 16, 28 — 11,17 um. V skupine rychlostnych parametrov sme zistili podobné
tendencie, ako uparametrov drahovych. Celkovo nizke, Statisticky preukazné
hodnoty sme zaznamenali po 24 hodinéch a pri teplote 5°C. Pri parametri amplitida
laterdlneho posunu hlavicky sme zistili, Ze vyraznej$i vplyv na laterdlny pohyb
hlavicky spermie mé vysSia koncentracia kyseliny salicylovej. Dosiahnuté vysledky
podporuje aj analyza frekvencie krizovych tderov, kde dochadza k preukaznému
poklesu v pokusnych skupinach v porovnani s kontrolou.

Moézeme teda zhodnotit, Ze pridanim kyseliny salicylovej do ejakuldtov sme
znacne znizili parametre pohyblivosti spermii. Najvyraznejsi preukazny vplyv vSak
mala vyssSia koncentracia kyseliny salicylovej a to najmé pri vzorkach, ktoré boli
kultivované v chlade. Dosiahnuté hodnoty oproti kontrolnej skupine nabrali
vyznamny klesajuci charakter. Aj ked je kyselina salicylova povaZovana za
antioxidant, ktory je vyuzivany v ré6znych priemyselnych odvetviach, vysledky nasej
stadie hovoria, Ze jej vySSie koncentracie maju na zivocisne bunky, akymi spermie

su, negativny ucinok., ktory mé za nasledok pokles pohyblivosti spermii.
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