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Metody Fedéni a konzervace inseminacnich davek u prasat

Souhrn

Bakalarska prace byla zaméfena na zhodnoceni metod fedéni a konzervace
inseminacnich davek u prasat. Cilem této prace bylo zpravovat literarni prehled o metodach
fedéni spermatu a konzervaci inseminacnich davek u prasat, se kterymi se mizeme nejCastéji
setkat na inseminacnich stanicich. Dale byly pfedstaveny zakladni informace o odbéru
spermatu od kance, vySetfeni spermatu, jeho fedéni a o konzervaci spermatu.

Uméla inseminace se vyuziva po celém svété a je nejpouzivangjsi a nejucinnéjsi
biotechnologii v reprodukci prasat. Vice nez 90 % vSech prasniCek a prasnic po celém svété je
inseminovanych touto technikou a méné nez 10 % prasnic je vyuzito pro piirozenou
plemenitbu, jez je stale preferovana v ekologickych chovech prasat. Pii reprodukci pusobi
mnoho faktort, které mohou ovlivnit kvalitu inseminacnich davek. Obecné lze tyto vlivy
rozdélit na vnitini faktory, jez ovliviiuje samotny kanec a na vnéjsi faktory, které ptisobi na
odebrané sperma jako jsou podminky wvnéjsiho prostiedi. Tyto faktory jsou podrobné
okomentovany v této praci.

Dale byly v této praci diskutovany jednotlivé moznosti a postupy pii fedéni spermatu,
pficemz byly komentovany 1 negativni vlivy na kvalitu spermatu, kdyz fedéni neni provadéno
spravné. V praci je také komentovano, jaka je tloha fedidel spermatu a jejich nezanedbatelna
dulezitost. Také zde byly zminény latky jako napfiklad extrakt z kofene Isatis, bovinni sérovy
albumin, glutathion, cystein, vitamin E, hydroxytyrosol a chlorid zine¢naty, jez zlepSuji kvalitu
kanciho spermatu béhem fedéni a které by mohly byt v budoucnu vhodnou soucasti fedidel pro
kanc¢i sperma.

V praci byly popsany také moznosti konzervace inseminacnich davek prasat. Navzdory
pokroku v metodach kryokonzervace kanciho spermatu neni zmrazené sperma v chovech bézné
pouzivano kvili velkému poskozeni spermii po kryokonzervaci a jejich snizené schopnosti
oplodnéni. Velka citlivost kancich spermii na nizké teploty prostfedi je do jisté miry
nevyhnutelna kvuli jejich fyziologické stavbé. Na druhé stran¢ se bézné pouziva chlazené
sperma v tekutém stavu s koncentraci 1,5-3 miliard spermii na davku uchovavané az sedm dni
v dlouhodobych fedidlech, které je z velké Casti zodpoveédné za rozsifené pouzivani umélé
inseminace u prasat.

Tato prace piinasi nové poznatky pro vyrobu inseminacnich davek kanct a také muze
poslouzit jako pfirucka hlavnich postupt na inseminacnich stanicich prasat. Nové poznatky
zjisténé v této praci lze shrnout takto. Metoda fedéni neovliviiuje kvalitu spermii. Pridani
spermatu do fedidla umoziiuje ti€innou a bezpecnou produkci davek spermatu, které 1ze pouzit
pro konvencni umélou inseminaci. Extrakt z kofene Isatis, bovinni sérovy albumin a
hydroxytyrosol se ukéazaly jako latky s vybornymi antioxida¢nimi vlastnostmi pouzitelné na
ochranu kancich spermii. ZineCnaté ionty velmi pfizniveé pisobi na vlastnosti spermii. Pokud
jsou predredéné vzorky spermatu udrzovany nad 15 °C po nékolik hodin, spermie ziskavaji
postupnou odolnost vii¢i chladovému Soku a nasledné 1épe prezivaji proces kryokonzervace.

Klicova slova: kanec, uméla inseminace, plodnost, inseminacni davka



Methods of dilution and conservation of insemination
doses in pigs

Summary

The bachelor thesis was focused on the assessment of the methods of dilution and
preservation of insemination doses in pigs. The aim of this study was to provide a literature
review on methods of sperm dilution and conservation of insemination doses in pigs, which we
can most often encounter at insemination stations. Furthermore, basic information about the
collection of sperm from a boar, the examination of sperm, its dilution and the preservation of
sperm were described.

Artificial insemination is used worldwide and is the most widely applied and effective
biotechnology in pig reproduction. More than 90 % of all gilts and sows worldwide are
inseminated with this technique and less than 10 % of sows are used for natural mating, which
is still preferred in organic pig farms. In reproduction, there are many factors that can affect the
quality of insemination doses. In general, these influences can be divided into internal factors,
which affect the boar itself, and external factors, which affect the collected sperm, such as the
conditions of the external environment. These factors are commented in detail in this thesis.

Furthermore, individual options and procedures for diluting sperm were discussed in
this study, while the negative effects on sperm quality when the dilution is not performed
correctly were also commented on. The study also comments on the role of sperm thinners and
their considerable importance. Substances such as Isatis root extract, bovine serum albumin,
glutathione, cysteine, vitamin E, hydroxytyrosol and zinc chloride have also been mentioned.
They improve the quality of boar sperm during dilution and could be used as a appropriate part
of boar sperm diluents in the future.

The possibilities of preserving pig insemination doses were also described in this study.
Despite advances in methods of cryopreservation of boar sperm, frozen sperm is not commonly
used in breeding because of the great damage to sperm after cryopreservation and their reduced
ability to fertilise. The high sensitivity of boar sperm to low environmental temperatures is to
some extent unavoidable due to their physiological structure. On the other hand, refrigerated
liquid semen with a concentration of 1.5-3 billion sperm per dose stored for up to seven days
in long-term diluents is commonly used and is largely responsible for the widespread use of
artificial insemination in pigs.

This study brings new knowledge for the production of boar insemination doses and can
serve as a guide at pig insemination stations. The new findings presented in this study can be
summarised as follows. The dilution method does not affect sperm quality. The addition of
sperm to the diluent allows efficient and safe production of sperm doses that can be used for
conventional artificial insemination. Isatis root extract, bovine serum albumin and
hydroxytyrosol have been shown to be the substances with excellent antioxidant properties to
protect boar sperm. Zinc ions have a very favorable effect on the properties of sperm. If pre-
diluted sperm samples are kept above 15 °C for several hours, the sperm acquire a gradual
resistance to cold shock and subsequently survive better the cryopreservation process.

Keywords: boar, artificial insemination, fertility, insemination dose
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1 Uvod

Prasata jsou dulezita zvifata z hlediska produkce veprového masa, kterého se spotiebuje
ve vetsine zemi nejvice. Proto existuje velka snaha o zlepSeni technologii asistované reprodukce
u prasat, pficemz umela inseminace (Al-artificial insemination) je nejCastéji pouzivanou
technikou (Ren et al. 2019; Martin-Hidalgo et al. 2020). V komer¢nich chovech, jez slouzi
k produkci vepiového masa je vice nez 90 % vsSech prasnicek a prasnic inseminovanych touto
technikou (Schulze et al. 2014a; Yeste et al. 2017; Martin-Hidalgo et al. 2020; Schulze et al.
2020). Zbyla procenta zahrnuji pfirozenou plemenitbu, ktera se vyuziva hlavné v ekologickych
chovech prasat (Hodel et al. 2021).

Existuje n€kolik faktort, které mohou vysvétlit Siroké uplatnéni umélé inseminace.
Oproti pfirozené plemenitbé dochédzi ke zrychlenému rozmnozovani a zesileni genetické
hodnoty, k ekonomickym usporam a snadné&jSimu fizeni reprodukce. Kromé& toho, protoze
nedochézi ke kopulaci a zddnému pfimému fyzickému kontaktu mezi kancem a prasnici, je
nizs$i riziko zavleCeni nebo prenosu kancich patogent do stada prasnic (Knox 2016; Maes et al.
2016; Waberski et al. 2019). Jelikoz se ve vétSin€ zemi v chovech prasat ve velké mife vyuziva
uméla inseminace, hlavnim divodem pro zpracovani této prace bylo zhodnotit vlivy, které
mohou zhorsit kvalitu inseminacnich davek kancu a také sepsat moznosti, jak kvalitu spermatu
zlepsit béhem fedéni a konzervace.

Schopnost kance produkovat vysoce kvalitni sperma v dostateCném mnozstvi je pro tento
typ zemedélské vyroby rozhodujici. Vybér mladych kanct pro produkci spermatu na
inseminacnich stanicich je dan predevsim jejich vynikajici genetickou hodnotou. Spolu s tim je
kvalita spermatu zakladnim vybérovym kritériem pro zaji§téni produkce vysokého poctu
potomkt (Smital 2009; Schulze et al. 2014a; Pinho et al. 2018).

Pfiprava inseminacnich davek ze spermatu vybranych kanct zahrnuje jednotlivé kroky,
kterymi jsou odbér spermatu, kontrola kvality spermatu, fedéni spermatu, baleni, distribuce a
skladovani. Moderni chov dnes vyzaduje produkci spermatu ve specializovanych
inseminacnich stanicich, coz zlepsuje efektivitu reprodukce prasat (Luongo et al. 2022).

Nejcasteji se pouziva chlazené sperma v tekutém stavu, které vyzaduje fedéni ejakulatu
ve vodném roztoku, aby se zvétsil objem a zachovala se funkéni zivotnost spermii po dobu 3—
7 dnt (Fu et al. 2017; Fair & Romero-Aguirregomezcorta 2019). Rozsahla aplikace umélé
inseminace v 80. letech 20. stoleti podpotila vyvoj kratkodobych a dlouhodobych fedidel pro
skladovani kapalin pfi 15-17 °C, stejné jako standardizaci a komercializaci konvencnich
inseminac¢nich katétri a postupti (Yeste et al. 2017). Skladovani spermatu v tekutém stavu pfi
17 °C je GCinny zpusob uchovani kanciho spermatu a vede k podobné mife biezosti a velikosti
vrhu jako u pfirozeného patfeni (Fu et al. 2017).

Umeélou inseminaci lze také provést pomoci kryokonzervovaného kanciho spermatu
(Yeste et al. 2017). Prvni uspéSny porod selat po umélé inseminaci zmrazenym a rozmrazenym
semenem prob&hl v Anglii v roce 1970. Témér 50 let po zavedeni této technologie se zmrazené
a rozmrazené sperma pro chov prasat vyuzivd minimaln€¢ (Recuero et al. 2019).
Kryokonzervace gamet predstavuje dilezity prvek v reprodukéni biotechnologii. Umoziiuje
nekone¢né dlouhou dobu skladovani cenného genetického materialu pro dalsi pouziti v chovu
nebo narodnich programech genetické ochrany zvifat (Fair & Romero-Aguirregomezcorta
2019; Simonik et al. 2022). Kryokonzervace kanciho spermatu se vSak v praxi bézné nepouziva.



Poskozeni kancich spermii kryokonzervaci vede k vyznamné niz§i mite jejich preziti. Tento jev
je vyznamnéjsi u kanct nez u jinych druhti hospodarskych zvifat, kde je kryokonzervace bézné
pouzivanou metodou uchovavani spermatu (Simonik et al. 2022).

Soucasti prace jsou podrobné popsany ruzné faktory, které mohou ohrozit kvalitu
produkovanych insemina¢nich davek a je tedy dulezité tyto vlivy co nejvice omezit (Smital
2009; Lopez-Rodriguez et al. 2017; Martin-Hidalgo et al. 2020). Dale jsou zde diskutovany
latky, které by mohly zlepsit kvalitu kancich spermii béhem fedéni. Toto je dulezité téma,
protoze stale u nékterych spermii béhem skladovani dochézi k poskozeni a nasledné ke smrti
bunék. V neposledni fadé jsou v této praci komentovany moznosti, jak zlepsit kvalitu kan¢ich
spermii po kryokonzervaci, jelikoz 1 pfes velké pokroky v této oblasti stale dochazi po
kryoprezervaci u mnoha kancich spermii k velkému poskozeni a smrti (Baishya et al. 2014).



2 Cil prace

Cilem prace je zpracovat uceleny literarni prehled o metodach fedéni spermatu a
konzervaci inseminacnich davek u prasat. Dale pak shrnout poznatky o vnéjSich a vnitinich
vlivech, které na né ptisobi.
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3 Literarni prehled
3.1 Ejakulat

Ejakulat je tekutina, ktera je slozena ze spermii a semenné plazmy (Marvan et al. 1992).
Kanci ejakulat je charaktericticky velkym objemem, mize mit az 500 ml s relativné nizkou
koncentraci spermii pfiblizn€ 500 miliont na ml. U kanct je délka ejakulace velice specificka,
jelikoz muze trvat 5—-10 minut (Rodriguez-Martinez et al. 2009). Ejakulat kance se rozdéluje na
tfi sekvencni frakce, pficemz slozeni kazdé frakce je jiné (Druart et al. 2019; Recuero et al.
2019).

Prvni frakce kanciho ejakulatu je frakce prespermiova, obsahuje sekret z uretralnich zlaz,
ktery ma za ukol vyplaveni moci a bakterii z mocové trubice. Tekutina je nazloutla, slizovita a
lepkava. Tato frakce predtavuje 5-20 % z celkového objemu ejakulatu (Louda et al. 2001). Pti
ptipravé inseminacni davky se tato frakce neodebira, protoze vykazuje zna¢né mikrobialni
znécisténi (Luongo et al. 2022).

Nasledujici frakce je velmi bohata na spermie a oznacujeme ji jako frakci spermiovou.
Tato frakce ma smetanovou konzistenci a jeji ejakulace probihd 1-3 minuty. Z celkového
objemu ejakulatu predstavuje 30-50 %. Je tvofena sekretem z nadvarlat spolu s malym
mnozstvim sekretu ze semennych vacku, prostaty a ojedinélym vyskytem zrnek sekretu z
bulbouretralnich zlaz (Louda et al. 2001). Frakce bohat4 na spermie neboli spermiova frakce
obsahuje 80-90 % vsech spermii z ejakulatu (Louda et al. 2001; Recuero et al. 2019). Tato
frakce ejakulatu je zakladem pro pfipravu inseminacni davky (Luongo et al. 2022). Pocate¢nich
10 ml frakce bohaté na spermie obsahuje malo semenné plazmy, vyssi koncentraci spermii a
povazuje se za frakci ejakulatu s maximem spermii (Druart et al. 2019).

Ke konci ejakulace vznika frakce postspermiova, jez je oznaCovana jako frakce chuda na
spermie. Tato frakce je charakteristicka velkym objemem semenné plazmy a nizkym poctem
spermii (Louda et al. 2001; Luongo et al. 2022). Tekutina je mlééné vodnata a obsahuje 40-60
% podilu z objemu ejakulatu. Nejvice je zde zastoupen sekret ze semennych vackl a rosolovita
mazlava Cast ejakulatu, tvorena bulbouretralnimi zlazami, kterd je vyluCovana v nejvétsim
mnozstvi na konci ejakulace. Tento rosolovity sekret zabira 10-20 % z objemu ejakulatu. Jeho
udél spociva v utésnéni predni Casti vaginy a vchodu do délozniho kréku, jako opatfeni proti
vytoku spermatu z pohlavnich organt prasnice po kopulaci (Louda et al. 2001). Pokud bude
ejakulat pouzit pro vyrobu inseminacnich davek, rosolovity sekret se odstrani filtraci pres
sterilni gazu pfi odbéru semene nebo bezprostiedné po ném v laboratofi (Louda et al. 2001;
Druart et al. 2019).

3.1.1 Spermie

Spermie je samc¢i pohlavni butika schopna samostatného pohybu a jeji cil zahrnuje aktivni
vyhledavani a oplozeni vajicka. Velikost a tvar je druhové odliSen. Kanci spermie ma délku
50-60 um (Marvan et al. 1992). Spermie u kance maji své specifické vlastnosti, kam patti nizky
obsah enzymu hyaluronidazy, zvySena vnimavost vuci rychlej§im zménam teploty, labilita
povrchového membranového krytu a citlivost akrozomu vié¢i vnéjsimu prostiedi (Louda et al.
2001). Kanci spermie maji niz§i obsah cholesterolu v membrang, taktéz maji zvySenou tendenci
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k oxidativnimu poskozeni kvili relativné vysoké koncentraci nenasycenych mastnych kyselin
mezi membranovymi lipidy (Bathgate 2011; Guimardes et al. 2017; Tong et al. 2022).
V neposledni fadé maji kan¢i spermie pomérné nizkou vrozenou antioxida¢ni ochranu
seminalni plazmou (Bathgate 2011). VSechny tyto uvedené vlastnosti kancich spermii vedou
k tomu, Ze jsou spermie kanci nachylné k poskozeni nizkymi teplotami (Bathgate 2011,
Baishya et al. 2014; Guimardes et al. 2017). Dale charakteristickymi vlastnostmi kancich
spermii jsou efektivni zpisob ziskavani energie prostiednictvim oxidace pro zajisténi pohybu
mimo organismus kance a reakce na otfesy zvySenym metabolismem nasledované pomeérné
rychlou sedimentaci spermii (Louda et al. 2001).

Spermie je slozena ze dvou zakladnich casti — hlavicky a biciku (Obr. 1) (Cibulka et al.
2004). U vsech domacich hospodaiskych zvitat (savci) ma hlavicka spermie ovalny a zplostély
tvar. Uvnitt hlavicky je ulozena geneticka informace. Na pfednim polu hlavicky je akrozom,
ktery pokryva u kance dvé pétiny jadra (Marvan et al. 1992). Uvnitf akrozomu se nachazi fada
enzymu jako hyaluronidaza, proakrozin, akrozin a dalsi, které se podileji na pronikani spermie
do vajicka pfi oplozeni (Hafez & Hafez 2000). Hlavicka je na bazalni Casti zakoncena
implantacni jamkou, do niz se vklada hlavice bi¢iku, pomoci toho dochazi ke spojeni téchto
dvou ¢asti (Marvan et al. 1992).

Akrozém \

Jadro

Hlavi¢ka

__
|

Cytoplazmaticka
membrina

Kréek

Proximadlni centriol

Spojovaci &ast bi¢iku
Mitochondrie

495539 a,'l AR

Cytoplazmaticka
membrina

Osové vlakno

Hlavni ¢ast bi¢iku

Koncova &ast bi¢iku

Obrazek 1 Popis spermie (viastni ilustrace autorky)

Bicik se rozdeluje na nekolik casti. Kréek je kratky obsahuje proximalni a distalni
centriol, ktery spojuje hlavicku s bi¢ikem. Na kréek navazuje spojovaci €ast biciku, v niz je
ulozeny velky pocet mitochondrii. Nasleduje hlavni cast bi¢iku, jez je nejdelsi. Jejim zakladem
je osové vlakno, kryté fibrozni vrstvou. Cilem fibrozni pochvy je zajistit pevnost a pruznost
osovych vlaken pfi pohybu spermie. Posledni Casti je koncova Cast biciku, ktera obsahuje jen
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osové vlakno. Cely povrch hlavicky a biciku pokryva cytoplazmaticka membrana (Marvan et
al. 1992; Hafez & Hafez 2000).

3.1.2 Semenna plazma

Semenna plazma predstavuje 93-97 % z celého objemu ejakulatu (Louda et al. 2001). Jak
je dobfe znamo, kanc¢i semenna plazma je komplexni smés tekutin varlat, nadvarlat a ptidatnych
pohlavnich zlaz (Gonzélez-Cadavid et al. 2014). Samci ptidatné pohlavni zlazy zahrnuji
semenné vacky, prostatu a bulbouretralni zlazy. VSechny jsou to exokrinni zlazy, které uvoliuji
svij sekret do lumenu mocové trubice (Bonet et al. 2013). Sekrety z té€chto zlaz tvoii piirozené
fedidlo spermii, dale spermiim poskytuji vyzivu a v neposledni fadé upravuji spermiim
prostedi béhem jejich pasaze mocovou trubici a v sami¢im reprodukcnim traktu (Marvan et al.
1992). U kance pochazi 55-75 % objemu ejakulatu ze sekret prostaty a uretralnich zlaz, 10—
25 % ze sekretl Cowperovych zlaz a 15-20 % ze semennych vackt. Pouze 2-5 % objemu
ejakulatu je slozeno ze sekretu varlat a nadvarlat (Bonet et al. 2013).

Semenné vacky, také znamé jako méchyrkovité nebo vezikularni zlazy, jsou parové zlazy
nartizovélé barvy a houbovitého vzhledu (Bonet et al. 2013). Zajimavé je, ze u kance vylucovaci
kanalky semennych vacku vyustuji do mocové trubice samostatn€, zatimco u ostatnich samcti
hospodarskych zvifat vyuastuji spolecn€¢ s chamovodem (Marvan et al. 1992). Energetické
substraty vylucované semennymi vacky jsou sorbitol, glycerofosfocholin a fruktoza. Tyto latky
dodavaji spermiim energii pro jejich pohyb (Bonet et al. 2013). Dale tyto zlazy vymésuji do
semenné plazmy ergothionein, glutathion a kyselinu askorbovou (Jelezarsky et al. 2008; Bonet
et al. 2013). V neposledni fadé tyto zlazy produkuji do semenné plazmy inositol a kyselinu
citrébnovou (Mann 1974). Bylo zjisténo, ze proteiny vyluCované semennymi vacky predstavuji
80-90 % celkového obsahu bilkovin v semenné plazmé, zbytek pochazi ze sekretu nadvarlat a
prostaty (Jelezarsky et al. 2008; Bonet et al. 2013).

Prostata je neparova zlaza, ktera je u kance (a byka) rozdélena na dvé Casti. Prvni Cast se
nazyva télo prostaty a druhy usek je oznaCovan jako roztrousena cast. Vylucovaci kanalky
prostaty usti v blizkosti kanalki vezikularnich zlaz. Prostata produkuje do semenné plazmy
proteiny, jejichz Gc¢inky jsou popsany nize (Bonet et al. 2013).

Cowperovy zlazy, nazyvané také jako bulbouretralni zlazy, jsou parové zlazy narizoveélé
barvy (Bonet et al. 2013). Tato zlaza je v porovnani s jinymi zivo€iSnymi druhy nejvice
vyvinuta u kance (Marvan et al. 1992). Sekret této zlazy obsahuje sialoproteiny (obsah kyseliny
sialové nad 25 %), které se uvoliiuji hlavné na konci ejakulace a vytvari gelovou zatku, ktera
zabranuje zpétnému toku semene (Mann 1974; Bonet et al. 2013). Dale tento sekret obsahuje
glykoproteiny, které chrani a lubrikuji povrch pohlavnich cest kance pfi ejakulaci (Bonet et al.
2013).

Semennd plazma je tvorena prevazné bilkovinami, obsahuje také fadu anorganickych
iont, soli, cukri, kyseliny citronové, prostaglandint a elektrolytd (Druart et al. 2019).

Proteiny semenné plazmy jsou molekuly s vysokou molekulovou hmotnosti, které
vykonéavaji mnoho funkci. Souvisi s vyvojem, zranim, transportem a prezitim spermii v
sami¢im reprodukénim traktu, stejné jako s kapacitaci a akrozomovou reakci. V neposledni
fadé souvisi s rozpoznavanim spermii, vajicek a také maji ochranou funkci proti mikrobialnimu
a oxidacnimu poskozeni (Gonzéalez-Cadavid et al. 2014). Nicméné existuji 1 proteiny
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poskozujici spermie, které maji negativni vliv na motilitu spermii (De Lazari et al. 2019).
Pribyvajici dikazy naznaCuji, ze spolecné pusobeni pozitivnich a negativnich regulacnich
faktori semenné plazmy reguluji stav kapacitace savCich spermii. Biologické ucinky téchto
faktord na funkci spermii jsou sloZité a nejsou stale dobie pochopeny. Castené kvali vysoké
variabilité slozeni semenné plazmy mezi druhy, mezi samci v ramci stejného druhu a mezi
ejakulaty homolognich samct (Centurion et al. 2003).

3.1.3 Hodnocené ukazatele kan¢iho semene

Primérny objem ejakulatu u dospélého kance se puhybuje obvykle mezi 200-300 cm?,
koncentrace spermii pak 250-400 tisic na 1 mm?. Motilita se pohybuje od 60 do 90 % a celkovy
pocet spermii se pohybuje vrozmezi 50 az 90 miliard. Maximalni pfipustny vyskyt
morfologicky zménénych spermii ve spermatu musi byt do 25 % (Louda et al. 2001; Lipensky
et al. 2014).

Pomoci makroskopickych a mikroskopickych vySetfovacich metod se provadi zakladni
posouzeni ejakulatu. Bezprostiedné po odbéru ejakulatu se provede makroskopické posouzeni
spermatu. Timto vySetfenim se hodnoti nasledujici parametry: objem, konzistence, barva, pach,
obsah cizich pfimési a pH. Posouzeni motility, koncentrace spermii, morfologie a zivotnost
spermii se hodnoti pomoci mikroskopického vysetfeni (Kos et al. 2019). Pti mikroskopickém
vySetieni je nutné mit vSechny pomucky, které jsou v kontaktu se spermiemi zahtaté na 30-35
°C (Louda et al. 2001).

3.1.3.1 Makroskopické hodnoceni spermatu

Objem spermatu — uréujeme pomoci kalibrované nadoby a vyjadiuje se v cm? nebo ml.
Taktéz se mize sperma zvazit a poté se uvede v gramech (Louda et al. 2001; Kos et al. 2019).

Konzistenci — posuzujeme subjektivné, naklonénim odbérové nadoby a zhodnocenim
ulpivani tekutiny na sténé€. Pokud je viskozita vodnata s bilou barvou znamena to, ze sperma
ma nizkou koncentraci spermii (Louda et al. 2001; Kos et al. 2019).

Barva — by m¢la byt svétle siva, bila nebo mirné nazloutla. Pokud se vyskytuje jina barva
svéddi to o pritomnosti moci, hnisu, krve a podobné (Louda et al. 2001).

Pach — ma neutralni vini, Casto pfirovnavanou k vajecnému bilku. Specificky kanci nebo
ostry pach vypovida o znecisténi spermatu moci, prepuciadlnim sekretem, pfipadné obsahem
predkozkového divertikula (Louda et al. 2001; Kos et al. 2019).

Hodnota pH - se nehodnoti jako zavazny ukazatel (Louda et al. 2001). V Cerstvé
ejakulovaném spermatu kance se pH pohybuje mezi 7,2 a 7,5 a pod touto hodnotou se
pohyblivost i metabolismus spermii postupné snizuje (Johnson et al. 2000).

3.1.3.2 Mikroskopické hodnoceni spermatu

Aktivita (motilita) — obecné oznacuje jakoukoli schopnost spermii se pohybovat.

V uzsim slova smyslu motilitou rozumime pouze tzv. progresivni motilitu, to znamena, ze se
spermie pohybuje pfimocCafe dopfedu za hlavickou. Progresivni motilitu vyjadiujeme
v procentech. Také rozliSujeme patologické formy pohybu naptiklad pohyb trhavy, kruhovy,
preruSovany, oscilacni a retrogradni (Kos et al. 2019).
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Aktivitu urujeme vizualné pii 200x—300x zvétSeni, na podloznim sklicku zahfatém na
38 az 40 °C (Louda et al. 2001). Pokud bychom chtéli detailn€jsi analyzu pohybu je mozné
vyuzit specialni analyzator CASA (analyza spermii pomoci pocitaCe), ktery je schopen
rozliSovat rizné formy pohybu a rychlost na zakladé pfedem vymezenych parametra (Kos et
al. 2019). Motilita spermii se bézné pouziva k hodnoceni kvality spermatu na stanicich umé&lé
inseminace, protoze je to jeden z parametru, ktery je nejvice ovlivnén béhem skladovani
(Dziekonska et al. 2009).

Koncentrace spermii — se urcuje pomoci raznych technik, Ize ji stanovit fotometricky,
hemocytometricky, nebo pocitaCové. Pti hodnoceni ejakulatu a jeho nasledném zpracovani pro
pfipravu inseminacnich davek je méfeni koncentrace spermii velmi dualezitym krokem.

Vyjadiuje se poctem spermii v 1 mm?®. Fotometrickou metodou hodnotime stupeii zakalu, ktery
vznikne po standardnim nafedéni nativniho semene. Tato technika se bézn€ pouziva
v inseminacnich stanicich. Mezi zakladni vySetfovaci metodu prislusi hemocytometrické
stanoveni v pocitacich komurkach (Obr. 3). Pii pouziti této techniky jsou zjisténé hodnoty
pomérné presné, nicméné provedeni je dosti pracné. V této métodeé se nejvice pouziva
Biirkerova pocitaci komurka, avSak pouzivaji se i dalsi typy komurek naptiklad Thomova a
Neubauerova. V komurce pocitame vsSechny spermie, jejichz hlavicky se vyskytuji vné
stanoveného Ctverce, piipadné se dotykaji z vnéjSku dvou sousednich stran prislusného Ctverce
(Obr. 2; Kos et al. 2019). U kanci povétsin€ pocitame spermie v 10 ¢tvercich komurky o plose
1/25 mm? a napocitany pocet spermii vynasobime 5000 (Louda et al. 2001).
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Obrazek 2 Schéma Biirkerovy komiirky (Kos et al. 2019)

Obrazek 3 Spermie v Biirkerovy komiirce pod mikroskopem
(Kos et al. 2019)

Zivotnost spermii — se zjistuje pii vySetfeni integrity povrchovych membran spermii.
Vzorek spermii obarvime pomoci kombinace barviv eosinu a nigrosinu. Barvivo nigrosin ma
za ukol obarvit pozadi preparatu, zatimco barvivo eosin pronika zkrz membranu do mrtvych
spermii a obarvi je do Cervena. Bilé, neobarvené spermie jsou vyhodnoceny jako zivé
s neporusenou membranou (Kos et al. 2019).

Morfologické vysetireni spermii — se provadi v pravidelnych intervalech, zpravidla 1x
zamesic. U kanct s vys$§im vyskytem morfologicky abnormalnich spermii se vysetieni provadi
Cast€ji (Louda et al. 2001). Toto vySetfeni se fadi mezi nejobjektivnéjsi metody
mikroskopického posuzovani spermatu. Kvalitni natér spermatu na skli¢ku se musi obarvit.
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K obarveni je mozné pouzit barveni dle Brandon-Farellyho, dle Karrase, nebo Hemacolor (Kos
et al. 2019).

Béhem spermatogeneze vznikaji zmény primarni, kam fadime zmeény na hlavicce,
sttednim mitochondriadlnim oddilu, proximalni kapku a stoCeny ocasek. Sekundarni zmeény jsou
vétSinou spojovany s defekty ocasku, které vznikaji dasledkem nedokonceného zrani, nebo pfi
odbéru a zpracovani semene. Zmény sekundarni zahrnuji distalni kapku, jednoduse zahnuty
ocasek Ci chybéjici ocasek (Lipensky et al. 2014; Kos et al. 2019).

3.1.4 Pozadavky na kanci ejakulat pro vyrobu inseminacnich davek

Sperma kance musi mit mlécné bilou az Sedobilou barvu a dalsi charakteristické vlastnosti
kanciho spermatu jako napfiklad konzistenci a jiné. Sperma musi byt bez zapachu a nesmi
obsahovat cizi pfimiseniny jako je krev, moc, hnis a tak dale. Objem filtrovaného spermatu,
ktery je bez hlenové zatky musi mit nejméné 100 cm?, u mladych kanct do 12 mésic véku
musi mit minimalné 80 ¢cm?. Hustota spermatu nesmi byt mensi nez 150 000 v mm?, motilita
spermii musi byt minimaln€ 70 % a morfologicky normalnich spermii musi byt alespori 75 %.
V neposledni fadé sperma nesmi obsahovat patogenni zarodky, ani velky nalez nepatogennich
zarodkl (Louda et al. 2001; Schulze et al. 2013a; Fair & Romero-Aguirregomezcorta 2019;
Waberski et al. 2019).
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3.2 Faktory ovliviiujici kvalitu kanciho ejakulatu

Cetné studie ukazuji, Ze vysledky kvantitativnich a kvalitativnich parametrd ejakulatd
jsou ovlivnény faktory zavislymi 1 nezavislymi na kanci (Knecht et al. 2017). Mezi tyto faktory
fadime plemeno, v€k, zdravotni stav, velikost varlat, frakce ejakulatu, technologii ustjent,
ro¢ni obdobi, vyzivu a také frekvenci odbéru (Smital 2009; Knecht et al. 2017; Kuhlgatz et al.
2019).

3.2.1 Vnitrni faktory
3.2.1.1 Plemeno

Kvalita plemenného kance se neodrazi pouze v jeho plemenné hodnotg, ale také v kvalité
jeho reprodukénich funkci, které vymezuji vyuziti 1 vynikajicich plemennych kanct. O
genofond $pickovych plemennych kancu je velky zajem, a proto je snaha o jejich maximalni
vyuziti. Na druhou stranu je kvalita spermatu u kancti zna¢né promeénliva, coz ztézuje produkci
inseminacnich davek (Kamanova et al. 2018).

Dle Schulze et al. (2014a) plemeno kance mé vyznamny vliv na vSechny kvantitativni a
kvalitativni parametry spermii. Vyznamné nejvyssi objemy poskytuji kanci plemene yorkshire
a landrace (at’ jde o Ceskou nebo Némeckou), zatimco nejniz$i objem ejakulatu je odebiran od
kanct plemene duroc (Schulze et al. 2014a; Kamanova et al. 2018). Nejvyssi koncentrace
spermii se vyskytuji u kanct plemene duroc a large white. Celkovy pocet spermii v ejakulatu
je ve srovnani s ostatnimi plemeny nejvyssi u plemen pietrain a duroc (Schulze et al. 2014a).

Plemeno kance vyznamné ovliviluje 1 motilitu spermii. Rozdily mezi jednotlivymi
plemeny jsou vSak malé, pohybuji se mezi 71 a 74 % pohyblivych spermii (Schulze et al.
2014a). Morfologie spermii je také vyznamné ovlivnéna plemenem kance. Nejnizsi vyskyt
abnormalit spermii byl zji§tén u kanct plemene yorkshire a landrace (at jde o Ceskou nebo
Némeckou), zatimco kanci plemene duroc vykazuji nejvys§i procento morfologicky
abnormalnich spermii (Schulze et al. 2014a; Kamanova et al. 2018). Vé&tsina autorti se shoduje,
ze zadné plemeno nevynika ve vSech charakteristikach spermatu (Smital 2009).

3.2.1.2 Vék

Vék kance je dulezitym fyziologickym faktorem pfispivajicim k tspéchu umélé
inseminace prasat (Tsakmakidis et al. 2012). Vétsina kanci pouzivanych v inseminaénich
stanicich zaCina svou reproduk¢ni vykonnost ve véku 7-8 mésica, avSak plného vyvoje a
produk¢nich schopnosti dosahnou pozdéji. Kanci dospivaji v riznych casech, obvykle v 9-10
mesicich, pfi¢emz variabilita vyplyva z genotypu a podminek odchovu (Knecht et al. 2017).
Starnuti samcu je doprovazeno hormonalnimi a bunéénymi zménami ovliviiujicimi kvalitu
spermii a také jejich oplodriovaci schopnost (Tsakmakidis et al. 2012). Knecht et al. (2017)
zjistili, ze nejlepsi uzitkovost maji kanci ve véku 24-30 mésici, zatimco podle Smitala (2009)
se produkce spermii zvysSuje az do 3,5 roku kance.

Vék kance ma vyznamny vliv na objem ejakulatu a celkovy pocet spermii. Tyto
parametry spermatu se zvySuji s rostoucim vékem. Dale ma vyznamny vliv na pfitomnost
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morfologicky abnormalnich spermii v semenu. Kanci mladsi 8 mésicti maji vice abnormalnich
spermii nez starsi kanci ve véku 9—14 mésict (Schulze et al. 2014a).

U zakladnich charakteristik spermatu byl hlasen pokles testosteronu souvisejici s vékem.
Snizeni testosteronu souvisejici s vékem je komplexni a zahrnuje vnitini a vné&jsi faktory
Leydigovych bun¢k. Je znamo, ze v€k kance a kvalita spermatu jsou brany v uvahu jako faktory
pro vyfazeni kance. Mira vymény je odliSna, ale obecné jsou kanci nahrazeni kolem tii let,
pokud nejsou skutecné vyjimecni, v takovém pfipadé jsou chovani az do veéku 5 let
(Tsakmakidis et al. 2012).

3.2.1.3 Zdravotni stav

Vyseteni na jatkach u kanca utracenych kvili problémim s plodnosti odhaluji rizné
patologické stavy wvarlat, jako je varikokéla, fibroza, zanét nebo krvaceni. Z téchto
jmenovanych se vyskytuje nejcastéji varikokéla. U kanct byly také popsany nékteré nadory
zejména hemangiom nebo tumor ze Sertoliho bunék, které mohou vést ke Spatné kvalité
spermatu. Inseminac¢nim stanicim pro kance by prospéla metoda ¢asného zachytu téchto stavi,
napf. ultrazvukovym vySetfenim Sourku a varlat (Lopez-Rodriguez et al. 2017).

Existuje jen malo infekénich bakterii, které jsou predmétem zajmu ve vztahu k umelé
inseminaci prasat (Althouse & Rossow 2011). Kandi ejakulaty obvykle obsahuji 10* az 103
bakterii/ml. Vé&tSina z nich je pro zvife nepatogenni, mohou vsak zhorsit kvalitu spermii. Mezi
specifické bakterialni patogeny ve spermatu prasat se fadi Brucella suis, Leptospira spp.,
Mycobacterium spp., Chlamydia spp. a Mycoplasma spp. (Maes et al. 2016). I tak je dilezité
si uvédomit, ze nékteré bakterialni druhy jsou normalni soucasti kanc¢iho ejakulatu.

Chlamydofiléza u kanch muze zpusobit poruchy urogenitalniho systému, i kdyz
preferuje kolonizaci stievniho traktu, pfiCemz mnoho prasat je asymptomatickych (Althouse &
Rossow 2011).

Leptospiroza je bézné bakterialni onemocnéni prasat, které mize prispivat k reprodukéni
neefektivité. Je Siroce rozsifena po celém svéte, ma vice sérotypll, z nichz nékteré maji
zoonoticky vyznam. Leptospiry se mohou lokalizovat v urogenitalnim traktu vnimavého kance,
coz vede k chronickému prenaseCstvi (Althouse & Rossow 2011). Obecné bakterie maji na
spermie spermicidni ucinky, které zpusobuji vyznamny pokles motility, poskozeni plazmatické
membrany a také byla pozorovana zjevna aglutinace spermii (Althouse & Lu 2005).

Nedavno bylo zjisténo, ze né€kolik virovych agens muze také ovlivnit kvalitu a produkci
spermatu (Lopez-Rodriguez et al. 2017). Mezi viry, které maji vliv na kvalitu spermatu nalezi:
virus Aujeszkyho choroby, virus japonské encefalitidy, virus reprodukcniho a respiracniho
syndromu prasat, praseci rubulavirus a praseci enterovirus (Maes et al. 2016; Lopez-Rodriguez
etal. 2017).

Virus Aujeszkyho choroby zpusobuje piechodné zvySeni abnormalnich spermii ve
spermatu infikovanych kanct. Vylucovani viru vSak neni striktné€ spojeno s klinickym pfiznaky
nebo se snizenim kvality spermatu a rekultivace kanct latentné€ infikovanych predstavuje trvalé
riziko. Klinicky infikovani kanci ¢asto nejsou schopni naskocit na fantom (Maes et al. 2016).
Za viremickych podminek se mohou infikované bilé krvinky vylucovat do spermatu a zptsobit
infekéni leukospermii (Althouse & Rossow 2011).
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Virus japonské encefalitidy je patogen pfenaSeny komary (Althouse & Rossow 2011;
Maes et al. 2016). Virus predstavuje ekonomicky dilezity reprodukcni patogen chovnych
prasat. Infekce vnimavych kanci vede k edematoznim, prekrvenym varlatim a spermatu s
cetnymi abnormalnimi spermiemi a vyznamné snizuje celkovy pocet a pocet pohyblivych
spermii. Tyto zmeény jsou obvykle doCasné a vétsina kanct se zcela zotavi (Maes et al. 2016).

Virus reprodukéniho a respiracniho syndromu prasat (PRRS) zpisobuje poskozeni
membran a akrozomu spermii. VE&tSina spermii takto poskozenych byla pozdéji detekovana jako
mrtva (Schulze et al. 2013b). Dle Schulze et al. (2013b) k poSkozeni spermii dochazi v dusledku
ptimého vlivu virové replikace v samcim reprodukénim traktu, zejména u spermatogonii,
spermatid a spermatocytd. Infekce spermatogenniho epitelu ma pfimy vliv na spermatogenezi
a také zpusobuje bunéénou depopulaci a deskvamaci. BEéhem akutniho onemocnéni mize kanci
kromé anorexie, letargie a respiracnich klinickych piiznak chybét i libido (Schulze et al.
2013b; Maes et al. 2016).

Praseci rubulavirus je spojen s onemocnénim modrych o¢i u prasat, avSak zpusobuje i
reproduk¢ni problémy. Kanci obecné nevykazuji klinické pfiznaky, s vyjimkou epididymitidy
a orchitidy (Althouse & Rossow 2011; Maes et al. 2016; Lopez-Rodriguez et al. 2017). V
zavaznych pripadech virus zpusobuje ztratu libida. Sperma od infikovanych kanct vykazuje
docasnou nebo trvalou neplodnost se snizenim koncentrace spermii. Déale sperma obsahuje
zvySeny vyskyt morfologickych abnormalit, snizeni motility a zivotaschopnosti spermii. Navic
u nekterych kanct se vyskytuje azoospermie neboli absence spermii v ejakulatu (Maes et al.
2016).

Praseci enterovirus u kancti muze vést k semenné vesikulitidé, abnormalitam spermii a
snizenému libidu (Maes et al. 2016, Lopez-Rodriguez et al. 2017).

3.2.1.4 Velikost varlat

Ve varlatech kanct se denné vytvoii 15 miliard spermii (Kamanova et al. 2018). U
dospélého kance se vyprodukuje denné 20 az 30 milionti spermii z 1 g varletniho parenchymu
(Riha et al. 2001). Pinho et al. (2018) ve své studii zistili, Ze rozdily v objemu a celkové
koncentraci spermii jsou zpusobeny velikosti varlat, kde zvifata s nejvétsi Sitkou Sourku
ejakulovala vétsi objem spermatu. Biometrie (délka a Sifka) a objem varlat poméhaji pfi
charakterizaci puberty a pohlavni dospélosti u kanct, protoze vysoce koreluji s vyvojem varlat,
schopnosti produkovat sperma, objemem spermatu a charakteristikami spermatu. Dale se
pouzivaji jako klicové parametry v Slechtitelskych programech.

Normalni kanci by méli vykazovat rozdil v priméru mezi varlaty mensi nez pul
centimetru (Clark et al. 2003). Nékolik studii uvadi, ze levé varle byva obvykle vétsi nez pravé
varle (Clark et al. 2003; Jacyno et al. 2015). Podle Jacyno et al. (2015) kanci s vétsimi varlaty
produkuji ejakulaty s vy$sim poctem spermii ve srovnani s kanci s men§imi varlaty. Dle Schulze
et al. (2020) selekce kancu s velkymi varlaty v puberté povede ke zvySené koncentraci spermii
v ejakulatu.

Flowers (2022) ve své studii zjistil, ze kanci s malou porodni hmotnosti maji mensi
varlata, relativn€ mensi pocet Sertoliho bun€k a produkuji mén€ normalnich spermii ve
srovnani se selaty kancl s vyssi porodni hmotnosti. Podle Flowerse (2022) kanci, ktefi pfi
narozeni vazili 2 kg, trvale produkovali vice spermii ve srovnani se sourozenci o hmotnosti 1
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kg. Dohromady kanci s vy$§i porodni hmotnosti vyprodukovali béhem svého zivota o 1,2
bilionu spermii vice nez kanci selata s niz§i porodni hmotnosti. To odpovida zvySeni produkce
spermii 0 35 % na 1 kg porodni hmotnosti. Snizeni porodni hmotnosti o 1 kg proto typicky vede
k poklesu produkce spermii, bez ohledu na to, zda to bylo zptisobeno §patnou vyzivou matky
¢i tepelnym stresem (Flowers 2022). Vzhledem k tomu, ze nékolik studii ukazalo pozitivni
korelaci mezi velikosti varlat a znakem spermatu, Hodel et al. (2021) dosli k zavéru, ze vybér
kanct podle velikosti varlat miize byt snadno pouzitelnym zpiisobem k vybéru plodnéjsich
kanct s vyssim reproduk¢énim vykonem.

3.2.1.5 Frakce ejakulatu

Vliv dané frakce ejakulatu na kvalitu semene je piipisovan pifedev§im zménam v kvalité
semenné plazmy. Semenna plazma obsahuje rizné organické a anorganické latky vcetné
proteind, které ovliviuji funkce a schopnost oplodnéni spermii (Dziekonska et al. 2017).

Hlavni slozkou prespermiové frakce je sekret z uretralnich zlaz s ojedinélym obsahem
zrnek sekretu bulbouretralnich zlaz a minimalni pfitomnosti spermii. Jak bylo popsano vyse
tato frakce vykazuje vysoké mikrobidlni znécisténi a jeji poslani spociva ve vyplachu mocové
trubice kance (Louda et al. 2001). Jelikoz je vyskyt spermii v této frakci sporadicky, lze tuto
frakci oznacit jako nekvalitni. Pfi odbéru spermatu se tato frakce nikdy neodebira (Sebastian-
Abad et al. 2021; Luongo et al. 2022).

Za nejkvalitngj§i frakci se povazuje frakce spermiova, nebot’ obsahuje vétSinu spermii
z celého objemu ejakulatu. Dziekonska et al. (2017) ve své studii zjistili, ze spermie z frakce
bohaté na spermie maji lepsi kvalitu nez spermie z chudé frakce. Toto tvrzeni je v souladu s
predchozi studii (Garcia et al. 2009). V soucasné dobé neexistuje shoda nazorti o zahrnuti na
spermie chudé frakce pro pripravu inseminacnich davek, protoZe je tfeba zduraznit, ze rizna
mnozstvi semenné plazmy z riznych frakci ejakulatu mohou ovlivnit kvalitu spermii a
konzervaci spermatu (Sebastian-Abad et al. 2021).

3.2.2 Vnéjsi faktory

3.2.2.1 Technologie ustajeni

Podminky ustijeni a postupy fizeni jsou hlavnimi faktory, které ovliviiuji sexualni
chovani kance. Nestastné nebo nepfijemné zazitky pfi odbéru semene, jako je kluzka podlaha
nebo zranéni, maji u samcu plemennych zvifat za nasledek snizeni libida (Hodel et al. 2021).

Socialni prostfedi ma vyznamny vliv na pohlavni schopnost kance. Kanci chovani bez
kontaktu s jinymi prasaty, pohlavné dospivaji pozdéji, vykazuji slabsi sexualni touhu a mensi
objem ejakulatu. Takova zvifata mohou byt dokonce asocialni a projevovat agresivitu vici
jedincim stejného plemene (Savi¢ et al. 2017). Typ ustajeni dospélych kanci mize nepiimo
ovlivnit kvalitu spermatu bakterialni kontaminaci. Pokud je dodavana podestylka, mély by byt
pfed odbérem spermatu odstranény zbytky podestylky na ventralni strané bficha, aby se
zabranilo bakterialni kontaminaci spermatu (Lopez-Rodriguez et al. 2017).

Produkci spermatu ovliviiuje i ustajeni mladych kanct. Ukazalo se, ze skupinové ustajeni
rostoucich kanct je prospésné pro naslednou reprodukéni vykonnost. Kanci, ktefi byli ustajeni
ve skupiné méli v priméru siln€ji vyvinuté nohy, vyssi libido, dfivéjsi uskutecnéni prvniho
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odbéru a vyssi pocet spermii v ejakulatu ve srovnani s kanci chovanymi samostatné (Lopez-
Rodriguez et al. 2017).

3.2.2.2 Ro¢éni obdobi, klimatické podminky

Kvalitu ejakulatt, a tim i kvalitu produkovanych inseminacnich davek, mohou zhorsit
rizné faktory, piicemz jednim z téchto faktort je ro¢ni obdobi, ve kterém se ejakulat odebira
(Martin-Hidalgo et al. 2020). Produk¢ni vysledky kanct z hlediska mnozstvi a kvality ejakulatu
ziskaného béhem kalendarniho roku se mohou lisit az 0 30 % (Knecht et al. 2017). Konkrétné
béhem léta dochazi k nizsi kvalité spermii v ejakulatu. Toto snizeni kvality spermii je spojeno
s efektem zvySené fotoperiody béhem letnich mésict a tepelnym stresem, ke kterému dochazi
behem rocnich obdobi, kdy jsou okolni teploty vysoké (Martin-Hidalgo et al. 2020).

Okolni teploty, vyssi nez teploty v termoneutralni zon€, maji akutni i chronické ucinky,
které ohrozuji vSechny aspekty samci reproduk¢ni soustavy (Flowers 2022). Teplo muze
nepfiznivé ovlivnit spermatogenezi a zpusobit mirnou az stfedni degeneraci varlat
(Suriyasomboon et al. 2004; Lipensky et al. 2010). Suriyasomboon et al. (2004) ve své studii
zjistili, Ze zvySena teplota, ale i zvySena vlhkost ma negativni dopad na objem a celkovou
produkci spermii v ejakulatu.

Tepelny stres anebo horké pocasi ma negativni vliv na produkci spermii a ovliviiuji
motilitu spermii, integritu akrozomti nebo morfologii spermii. Motilita a morfologie spermii je
nejcitliveéj§im indikatorem tepelného stresu u kancti (Lipensky et al. 2010). Normalni produkce
spermii typicky klesa béhem 2 tydnt po akutnim tepelném stresu a trva dalSich 5-6 tydnd, nez
se vrati k pivodnimu mnozstvi pred stresem. V disledku toho jsou spermie v kazdé fazi
spermatogeneze nachylné k negativnim ucinkim okolnich teplot, které presahuji teploty
termoneutralni zony (Flowers 2022).

Nicméné pravdépodobné dulezit€jsi v komercnich systémech Zzivocisné vyroby, jsou
chronicka obdobi tepelného stresu, ktera se zdaji byt prevladajici i v situacich, kdy jsou samci
umisténi v mechanicky vétranych budovach, kde se pouzivaji doplitkova chladici zafizeni.
Chronicky tepelny stres je typicky definovan jako situace, kdy jsou samci vystaveni okolnim
teplotam, které jsou po delsi dobu v hornim rozmezi jejich termoneutralni zony ve spojeni s
vysokou trovni relativni vihkosti. Nejnizsi kvalita spermatu se ¢asto vyskytuje nékolik mésict
po nastupu tohoto tepelného stresu. Také se zda, Ze u prasat existuje podskupina kancd, u nichz
se produkce spermii po chronickém tepelném stresu nikdy nevrati k norméalu, coz naznacuje, ze
spermatogeneze muze byt trvale ovlivnéna (Flowers 2022).

Fotoperioda je dalsi slozkou, o které se predpoklada, ze se podili na sezonnich zménach
v produkci spermii (Flowers 2022). Méné denniho svétla na podzim zvySuje objem a
koncentraci ejakulatu u kancti, zatimco na jafe dochazi ke snizeni kvality a produkce spermii
(Yeste et al. 2010).

Dle Smitala (2009) je nejnizsi kvalita spermatu pozorovana v 1été, zatimco nejvyssi
kvalita je dosahovana na podzim a v zimé€. VySe uvedena klimaticky nepiizniva obdobi maji za
nasledek vyznamny pokles poCtu davek spermatu ziskanych z ejakulatu a také snizeni
schopnosti oplodnéni samice (Singh et al. 2022).
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3.2.2.3 Vyziva

Flowers (2022) uvedl, ze u dospélych kanct, ktefi vazi nad 200 kg je 37 MIJ
metabolizovatelné energie a 230 g hrubych bilkovin denné adekvatnich k udrzeni normalniho
libida a produkce spermii. Pozadavky na udrzeni téchto vlastnosti jsou vSak ovlivnény fadou
faktort, vCetné genetiky, zdravotniho stavu, okolni teploty a frekvence odbéru, takze tato
doporuceni lze nejlépe povazovat za odhady.

Dle Flowerse (2022) je snizeni a omezeni proteinu v krmné davce (KD) Skodlivéjsi nez
nedostateCny energeticky piijem. Avsak libido klesa dfive, nez dojde k poklesu mnozstvi a
kvality spermii v obdobich, kdy dochézi k chronickému nedostatku téchto zivin. To je vyhodné
z pohledu managementu, protoze to umoziuje vcasnou identifikaci a intervenci.

V praxi jsou kanci typicky krmeni stravou s vysokym obsahem hrubych bilkovin, protoze
jsou pro kance vyznamné. Nadmérny protein ve stravé vSak muaze zpusobit nadvahu kancu,
zvySeni koncentrace mocCoviny v krvi, skatolti v séru a abnormalnich spermii. Nékolik studii
uvadi (Luce et al. 1976; O'Shea et al. 2010), ze kanci krmeni dietou s niz§im obsahem bilkovin
maji podobnou kvalitu spermatu jako kanci krmeni dietou s vysokym obsahem bilkovin (Ren
et al. 2015).

Utinky mikroZivin na mnozstvi i kvalitu produkovanych spermii byly a nadale jsou
dilezitou oblasti vyzkumu. To zahrnuje pfidavek mastnych kyselin, aminokyselin,
anorganickych forem minerali a vitaminG. Tyto mikroziviny jsou typicky bud slozkami
spermii samotnych, nebo nezbytnymi faktory pro produkci, ochranu a funkci spermii. Zda se
tedy rozumné, ze pouziti mikrozivin jako doplikd vyvazené stravy mize zlepsit
spermatogenezi. Zahrnuti mikrozivin do stravy je dileZitou strategii managementu, zejména v
situacich, kdy je narocné udrzet optimalni podminky pro produkci spermii (Flowers 2022).

Ren et al. (2015) ve své studii zjistili, ze neni zadny vyznamny rozdil v kvalit€ spermatu,
kdyz jsou kanci krmeni stravou s 15 % nebo 21 % hrubého proteinu doplnéného stejnou
hladinou esencialni aminokyseliny lysinu. Mezitim zvySeni pfijmu aminokyselin v
nizkoproteinové diet€ u dospélych kanct zvysuje produkci spermii. Bylo zjisténo, ze diety
doplnéné threoninem zlepsuji kvalitu spermatu kanci. Rizné mnozstvi aminokyselin tedy muze
ovlivnit kvalitu spermatu, zejména pohyblivost spermii a celkové mnozstvi spermii, jak uvedli
ve své studii Ren et al. (2015).

Selen ziskal velkou pozornost pro své antioxidacni vlastnosti, jelikoz pomaha chranit
lipidy membran spermii proti peroxidaci. Vitamin E spolupracuje se selenem na ochrané
spermii proti peroxidaci lipida a nedostatek tohoto vitaminu v krmivu muaze mit za nasledek
snizenou pohyblivost a vice abnormalnich spermii v ejakulatu (Lopez-Rodriguez et al. 2017).
Podle studie Martinse et al. (2014) kanci, ktefi maji do KD pfidany organicky selen vykazuji
vyS§8i procento normalnich bunék, snizené procento proximalnich cytoplazmatickych kapek,
zmén hlavy a stfedni €asti spermii, nicméné selen nema vliv na morfologii spermii.

Studie ze starsich let uvadéji, ze podavani L-karnitinu v KD kanci zvySuje jak objem
spermatu, tak koncentraci spermii (Yeste et al. 2010). Yeste et al. (2010) ve své studii uvedli,
ze tento ucinek na objem ejakulatu a koncentraci spermii nebyl pozorovan, i kdyz pouzili
mnozstvi L-karnitinu podobné tomu, které bylo pouzito v pfedchozich experimentech. Lze tedy
shrnout, ze védci by se méli vice zaméfit na experimenty v této oblasti, jelikoz mechanismy
pusobeni L-karnitinu na spermie zdstavaji neznamé.
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Jak bylo popsano vySe, tepelny stres negativné ovliviiuje kvalitu spermii u kanca. Singh
et al. (2022) ve své studii zjistili, ze podavani Inéného oleje v KD kancti zmirnilo tepelny stres
beéhem zvysené teploty v letnich mésicich. Pfidani Inéného oleje vede k vyznamnému zlepSeni
mnozstvi a kvality kanciho semene a antioxidacnimu profilu.

3.2.2.4 Frekvence odbéru

Podle zprav fady vyzkumnika je optimalni pauza mezi dvéma skoky pro kance v intervalu
3-5 dni, avSak pro mladé kance by pauza mezi dvéma skoky méla byt minimalné 7 dni.
Intervaly delSi nez 12 dnt maji za nasledek snizeni procenta pohyblivych spermii a zvyseni
procenta abnormalnich spermii v ejakulatu. Interval mensi nez 7 dni mezi dvéma odbéry
vykazuje lepsi u€inek na produkci spermii, z cehoz vyplyva, ze odbér kanciho spermatu by mél
byt provadén alespon jednou tydné (Savic et al. 2017). Sperma odebrané od kancu v intervalech
niz8ich jak 7 dni mezi dvéma odbéry maji ve vysledku vy$si objem ejakulatu, vyssi pocet
spermii v ejakulatu a vyssi poCet davek na odbér oproti intervalim trvajicim déle nez 7 dni
(Savi¢ et al. 2017; Knecht et al. 2017).

Je znamo, ze vysoka frekvence odbérti ma negativni vliv na morfologii a motilitu spermii,
protoze spermie jsou nuceny rychle prechazet z hlavy nadvarlete do ocasu nadvarlete a nemaji
tak dostatek ¢asu na dozravani (Lopez-Rodriguez et al. 2017).

V praxi jsou nektefi kanci ¢astéji vyuzivani k odbéru ejakulatu pro snadnou manipulaci
nebo kratsi dobu pfipravy na skok. Zaroveri ignorujeme intenzitu odbért a délame kratsi pauzy
mezi skoky. Timto zptisobem jsou zvifata nejen extrémné vycerpana, ale také poskytuji ejakulat
s niz§i schopnosti oplozeni. Z tohoto divodu je nutné dbat na Cetnost odbérti kanciho semene,
aby se ziskalo sperma s optimalni fertilizacni schopnosti (Savi¢ et al. 2017).

3.2.2.5 Odbér spermatu

Odbér spermatu u kance se uskute¢iiuje manualni metodou ,,do ruky* s pomoci fantomu.
Poté co je kanec naucen na odbér a pfi nalezitém temperamentu, neni potieba zadna jina
stimulace. Po dostaveni pohlavnich reflexti kanec vyskoCi na fantom a zafixuje se hrudnimi
koncCetinami (Obr. 4). Pti této etapé je vhodné odstranit obsah predkozkové vyduté kratkou
masazi. Kanec opakované vysouva a zasouva penis ve snaze dosdhnout pohlavniho ustroji
prasnice. Technik odbéru penis jemné uchopi rukou v rukavici a necha kance uskutecnit nékolik
frikcnich pohybt pies své seviené prsty, které napodobuji pochvu a dé€lozni kréek. Ve spravnou
chvili sevie penis do dlané¢ a vytdhne ho z pfedkozkového vaku tak, ze dojde k natazeni
esovitého ohbi. V tento moment dochazi k ejakulaci, ktera mize trvat az 30 minut (Kos et al.
2019). Spermaticka frakce se odebira do temperované, sterilni nadoby (Louda et al. 2001).
Rychlé ochlazeni by mohlo zptisobit poskozeni spermii, a proto se pouziva predehiata (38 °C)
odbérova nadoba (Lopez-Rodriguez et al. 2017). Semeno se do nadoby odebira ptes dvojitou
sterilni gazu, aby se odstranil zelatinovy sekret z bulbouretralnich zlaz (Kos et al. 2019).
K odbéru lze pouzit polyvinylové rukavice, pficemz je tfeba se vyhnout latexovym rukavicim,
jelikoz jsou pro spermie toxické (Lopez-Rodriguez et al. 2017).

Odbér spermatu je oznacovan jako nejkritictejsi bod pro bakterialni kontaminaci (Lopez-
Rodriguez et al. 2017). Vysoké urovné bakterialni kontaminace jsou spojeny s vysokym
vyskytem aglutinace spermii, poSkozenymi akrozomy, §patnou pohyblivosti spermii a snizenou
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zivotnosti spermii (Goldberg et al. 2013). Pokud je bakteridlni kontaminace ponechana
nekontrolovana, konecnym vysledkem je snizena reproduk¢ni vykonnost stada (Althouse &
Rossow 2011; Goldberg et al. 2013). Z tohoto divodu je tieba dodrzovat standardni protokol
minimalni kontaminace, aby se snizila bakterialni kontaminace b&hem odbéru kanciho
spermatu (Goldberg et al. 2013).

Podminkou k ziskani kvalitniho spermatu pfi odbéru je pfedevsim vysoka tiroven hygieny
pred a pii odbéru. Mezi faktory, které se povazuji za dilezité pro spravny odbér spermatu,
fadimé permanentni Cistotu kancti, umyvani nebo ¢isténi bfisni krajiny pred odbérem, pouzivani
jednorazovych rukavic, spravnou fixaci penisu béhem odbéru, zamezeni vzniknuti
prespermiové frakce a tekutiny z predkozkové vyduté do sbérace spermatu (Louda et al. 2001;
Goldberg et al. 2013).

Obrazek 4 Fixace kance na fantomu (Kos et al. 2019)
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3.3 Redéni spermatu

Po ejakulaci zGstane pohyblivost a vitalita spermii zachovana pouze nékolik hodin
(Centurion et al. 2003; Lopez-Rodriguez et al. 2017). Aby se predeslo pfedCasnému vycerpani
a prodlouzilo pfezivani spermii, musi byt jejich metabolicka aktivita snizena chemickymi
inhibitory anebo snizenim teploty. Proto je nutné ejakulat natedit ve vhodném tedidle kratce po
odbéru (Lopez-Rodriguez et al. 2017). Dale se kanci sperma fedi z davodu zvétSeni objemu pro
rozdeleni spermii do vice inseminacnich davek (Louda et al. 2001). Krok fedéni je vSak
kritickym bodem, protoze spermie mohou podléhat ztrat€¢ motility a integrity membrany v
disledku takzvaného ,efektu fedéni“. Tento ucCinek zavisi na nékterych faktorech, jako je
teplota, technika fedéni nebo semenna plazma (Sebastian-Abad et al. 2021). Sperma se fedi
nejméné v pomeru 1:1, pfi¢emz normalné fedéni nepresahuje pomér 1:10 (Johnson et al. 2000).

3.3.1 Postup redéni a teplota redéni

Vzhledem k tomu, ze kanc¢i spermie jsou velmi citlivé na Sok z chladu, zmény teploty
béhem zpracovani spermatu mohou mit hluboky dopad na kvalitu spermatu. Dtivody, proc jsou
spermie kancti nachylné na nizké teploty prostiedi, jiz byly vysvétleny vySe v této praci. Pii
fedéni kanciho spermatu se teplota spermatu postupné snizuje, aby se zabranilo Soku z chladu.
Na inseminac¢nich stanicich se bézné pouzivaji dva rizné postupy fedéni (Lopez-Rodriguez et
al. 2012).

Jednokrokové fedéni spociva v promichani spermatu a fedidla izotermicky béhem
prvnich 30 minut po odbéru. U dvoukrokového fedéni se nejprve provadi prvni fedéni nazyvané
jako predfedéni 1:1 s pfedehratym fedidlem (ptiblizné 33 °C), po kterém nasleduje druhé fedéni
bud’ v predehiatém fedidle cili dvoukrokové izotermické fedéni nebo fedidle udrzovaném pii
pokojové teploté oznacované jako dvoukrokové hypotermické fedéni (Lopez-Rodriguez et al.
2012; Schulze et al. 2013a; Soler-Llorens et al. 2020; Sebastian-Abad et al. 2021).

Predbézné fedéni bylo klasifikovano jako kriticky krok béhem zpracovani spermatu a
pokud neni provedeno spravné€, muze zpusobit, Zze spermie budou citlivéjsi na jakékoli
poskozeni béhem konecného fedéni. Toto predbézné fedéni se neprovadi pravidelné v poméru
1:1, ale mize byt aplikovan vyssi nebo niz§i pomeér fedéni v zavislosti na objemu ejakulatu. Je
pravdépodobné, ze niz§i pomér fedeéni je aplikovan na ejakulaty s vyssim objemem. U kancich
spermii se chladovy Sok objevuje ihned po ejakulaci, a proto je fedéni 1:1 velmi dalezité pro
aklimatizaci na nasledné konec¢né fedéni. Mechanismy této aklimatizace nejsou zcela znamy,
ale zda se, Ze souvisi s reorganizaci membranovych lipida a proteinti (Lopez-Rodriguez et al.
2012; Wiebke et al. 2022).

VétSina inseminacnich stanic pouziva dvoukrokové fedeéni, pficemz druhy krok tohoto
postupu fedéni zavisi na dané inseminacni stanici (Lopez-Rodriguez et al. 2012). Nejnovéji
zavedenym postupem pro fedéni kanciho spermatu je dvoustupriovy hypotermicky postup s
cilem usnadnit zpracovani spermatu tim, ze se davky spermatu pfivedou rychleji na
pozadovanou skladovaci teplotu (Schulze et al. 2013a). Tento postup by mohl snizit ¢as a
naklady, ale dostupna literatura porovnavajici jednotlivé techniky obsahuje nesrovnalosti
(Soler-Llorens et al. 2020).
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3.3.1.1 Rychlost redéni

Stejné tak jako teplota pii fedéni spermatu tak i rychlost fedéni ovliviiuje kvalitu
inseminac¢nich davek (Lopez-Rodriguez et al. 2017). Vysoké miry fedéni jsou pro kanci spermie
Skodlivé, jelikoz zkracuji jejich zivotnost (Centurion et al. 2006). Dle Lopez-Rodriguez et al.
(2017) vysoké fedéni (0,5 x 10° spermii/80 ml nebo 1 x 10° spermii/80 ml) vede k nizsi
pohyblivosti spermii béhem skladovani ve srovnani s niz§im fedénim (2,5 x 10° spermii/80 ml),
pficemz pifidani semenné plazmy by mohlo zmirnit tento negativni efekt. AvSak Luther &
Waberski (2019) ve své studii vyloucili hypotézu, ze pfidani semenné plazmy do zfedéného
kanciho spermatu by mohlo puasobit proti ucinku vyssi rychlosti fedéni. Pokud je fedéni
nadmérné, vede to k trvalé ztrat€é motility, metabolické aktivity a schopnosti oplodnéni
(Centurion et al. 2003).

3.3.1.2 Metody redéni

Redéni spermatu je zakladnim krokem pro produkci kanéiho spermatu konzervovaného
v tekutém stavu. Je vSeobecné znamo, ze pridani fedidla do spermatu zptisobuje méné nahlou
zmeénu spermii, a proto je méné Skodlivé ve srovnani s pfidanim spermatu do fedidla (Obr. 5).
Na inseminacnich stanicich se v8ak k surovému spermatu pridavaji velké objemy fedidel, coz
zpusobi tvorbu pény a hygienicka rizika, pokud se plnici tryska dostane do kontaktu s pénou.
Tvorba pény je zvlasté vyrazna u tfedidel obsahujicich bovinni sérovy albumin (BSA), ale
vyskytuje se také u jinych fedidel a je tfeba se ji vyhnout (Schulze et al. 2017).

Z praktického a hygienického hlediska ma pfidani spermatu do fedidla nékolik vyhod.
Napriklad snizeni tvorby pény, které usnadiuje utésnéni spermatu béhem baleni a zabraiuje
kontaktu mezi plnici tryskou a spermatem (Sebastian-Abad et al. 2021). Dalsi vyhodou je vétsi
homogenita fedéného spermatu. Sedimentace surového spermatu muze nastat rychle v
zavislosti na ¢asovém intervalu od odbéru spermatu po zfedéni, coz vede k nerovnomérnému
rozdéleni spermatu. Nasledkem toho muze byt nestejny pocet spermii v davkach spermatu
(Schulze et al. 2017).

Podle studii Schulze et al. (2017) a Sebastidan-Abad et al. (2021) metoda fedéni
neovliviyje kvalitu spermii, coz je v rozporu s dlouho zavedenym doporucenim, ze fedidlo by
meélo byt vzdy pfidavano do spermatu. Tyto nesrovnalosti mohou byt zpisobeny kone¢nym
pomérem fedéni. V obou té€chto studiich nebyly rychlosti fedéni vysoké, coz mize snizit dopad
na spermie ve srovnani s vys$§imi rychlostmi fedéni (Sebastian-Abad et al. 2021). Podle Schulze
et al. (2017) pfidani spermatu do fedidla umoziuje uinnou a bezpecnou produkci davek
spermatu, které 1ze pouzit pro konvenéni Al
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Naliti fedidla do spermatu

Naliti spermatu do fedidla

Obrazek 5 Metody redeni
spermatu, prevzalo a upraveno z
(Sebastidan-Abad et al. 2021)

3.3.2 Latky zlepsujici kvalitu kanciho spermatu béhem redéni

Jak bylo popsano vyse, fedéni savCiho semene vede ke snizeni motility spermii a ke
zvySeni procenta mrtvych spermii (Zhang et al. 2015). Oxidacni stres je kritickym faktorem,
ktery poskozuje spermie v dasledku nerovnovahy mezi produkci reaktivnich forem kysliku
(ROS) a antioxidacni obranou, zejména u kancich spermii. Hojné polynenasycené mastné
kyseliny v plazmatické membrané kancich spermii slouzi jako potencialni substrat pro tvorbu
ROS a vzhledem k omezenému cytoplazmatickému prostoru maji spermie pouze omezenou
enzymatickou ochranu. Vznik ROS je odpovédny za zhorSenou pohyblivost spermii v dusledku
vycerpani intracelularnich hladin ATP (adenosintrifosfat) (Tamanini et al. 2022). Z tohoto
divodu je dulezité nalezeni optimalniho antioxidantu pro udrzeni kvality spermii (Ren et al.
2019).

Koten Isatis (Radix Isatidis), ve kterém jsou polysacharidy primarnimi aktivnimi
slozkami, je pouzivan ve tradi¢ni ¢inské medicin€. Extrakt z tohoto kofene ma rizné biologické
aktivity, zejména antioxidacni, bakteriostatické a antivirové. Sloucenina extrahovana z kotene
Isatis (IRPS), je ptirodni makromolekularni latka slozena z riznych poméra xylozy, arabindzy,
glukdzy, thamndzy, manodzy a galaktozy. Polysacharidy maji antioxidacni aktivitu proto, ze
tyto slouCeniny vychytéavaji volné radikaly ROS (Ren et al. 2019). Podle Ren et al. (2019) by
pfidani IRPS mohlo potlacit pokles celkové motility spermii béhem skladovani, pfi¢emz ve své
studii zjistili, ze IRPS ma ochranné Uc¢inky na plazmatickou membranu spermii a na integritu
akrozému. Jiné rostlinné extrakty, jako je rooibos a rozmaryn, se ukazaly byt uzite¢né jako
pfirodni zdroje antioxidantd pro konzervaci kanciho spermatu, ale tyto slouCeniny nechrani
plazmatickou membranu spermii ani akrozém. S ohledem na snadnou dostupnost a
ekonomickou cenu IRPS muze byt slouCenina vhodné pouzitelnou antioxida¢ni piisadou do
fedidel kanciho spermatu.
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Plazmaticka membrana je dilezita pro udrzeni metabolismu spermii, vysoce koreluje s
pohyblivosti spermii a indexem pieziti. Bovinni sérovy albumin ma ochranné ucinky
souvisejici se specifickou interakci s fosfolipidy plazmatické membrany, které snizuji stuper
poskozeni spermii behem skladovani spermatu. Ukazalo se, ze integrita plazmatické membrany
je dalezita pro motilitu spermii (Zhang et al. 2015). Zhang et al. (2015) ve své studii zjistili, ze
integrita membrany spermii byla vyznamné zvys$ena a divodem muze byt to, ze BSA vyrovnava
osmoticky tlak na obou stranach membrany spermii vychytavanim iontd a malych molekul.
Dale ve své studii uvedli, ze motilita spermii byla zvySena po pfidavku BSA do fedidla. To lze
vysvétlit tim, ze doslo ke zvySeni integrity plazmatické membrany. Ukazalo se, ze BSA muze
snizit peroxidaci lipidd v plazmatické membrané zpisobenou ROS a ucinné chranit
plazmatickou membranu. BSA rychle pfilne k membrané spermii v procesu skladovani,
nasledné pokryje povrch spermii a brani tak plazmatické membran€ v kontaktu s ROS. Avsak
zvySeni davek BSA snizuje motilitu spermii, efektivni dobu preziti, integritu plazmatické
membrany a integritu akrozomu (Zhang et al. 2015). Bylo prokéazano, ze BSA mize ucinné
udrzovat pohyblivost kan¢ich spermii béhem skladovani v tekutém stavu pii 17 °C a
doporucena optimalni koncentrace BSA je 4 g/l (Fu et al. 2017).

Antioxidanty a dalsi lapace ROS potencialné vhodné jako dopliiky do zfedéného
spermatu dale zahrnuji glutathion, resveratrol a ptibuzné hroznové flavonoidy, extrakty z rostlin
a bobuli, vitaminy a slouceniny produkované v¢elami, napt. propolis. U kanct suplementace
glutathionem a cysteinem zlepSuje zivotaschopnost spermii, integritu akrozomu a in vitro
fertiliza¢ni schopnost nafedéného, chlazeného semene (Sutovsky 2015). Sutovsky (2015) ve
své studii uvedl, ze vitamin E a jeho analog Trolox zlepSuji motilitu a mitochondrialni potencial
spermii a snizuji peroxidaci membranovych lipidia béhem prodlouzeného skladovani spermatu.

Dalsim adekvatnim antioxidantem by mohl byt hydroxytyrosol (HT). Li et al. (2022) ve
své studii prokazali, ze kvalitu kanciho spermatu lze ucinné zlepSit pfidanim vhodné
koncentrace hydroxytyrosolu do fedidla BTS (Beltsville — fedidlo pro kratkodobou konzervaci).
Navic pridani HT do fedidla BTS muze ucinné snizit poskozeni spermii volnymi oxidativnimi
radikaly, coz hraje dualezitou roli pfi udrzovani normalni fyziologické funkce kancich spermii
(Li et al. 2022). Podle Ngula et al. (2019) ptidani kofeinu do kanc¢iho spermatu vede ke zvySeni
motility bunék. To je pro spermie vyhodné, jelikoz adekvatni progresivni motilita je nezbytna
pro vytvoreni optimalniho rezervoaru spermii ve vejcovodu. Kofein funguje jako
imunomodulator, protoze snizuje funkci nékterych imunitnich bunék a produkci nékterych
cytokini a receptorti. Doplnéni fedidel spermatu kofeinem zjevné snizuje fagocytozu spermii
déloznimi neutrofily a zanétlivou reakci dé€lohy po Al ¢imz se zlepSuje plodnost kancich
spermii.

Sutovsky et al. (2019) ve své studii uvedli, ze doplnéni zfedéného kanciho spermatu
chloridem zine¢natym by mohlo zlepsit zivotaschopnost a schopnost oplodnéni in vifro u
spermatu skladovaného v primyslovych podminkach. Zine¢naté ionty maji piiznivé vlastnosti
na konzervaci spermii, tudiz by mohly zvySit procento spermii schopnych oplodnéni
v inseminacni dévce, a nakonec zvySit miru bfezosti a velikost vrhu po Al Dopliiovani
spermatu zineCnatymi ionty by také mohlo umoznit snizeni poctu spermii na inseminacni
davku, ¢imz by se zvysila ziskovost chovnych kanci a snizil se jejich dopad na Zivotni
prostiedi, snizenim poctu kancti chovanych pro odbér spermatu. Optimalni koncentrace
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zineCnatych iontt v fedidlech, které jsou Setrné k zinku by zachovaly Zadouci akrozomalni stav,
zivotaschopnost, potencial mitochondrialni membrany a pohyblivost spermii.

Redidla kan¢iho spermatu s optimalnim mnoZstvim zineGnatych iontd, napodobujici
molekularni slozeni nefedéné semenné plazmy, by mohla byt navrzena pro distribuci Cerstvého
kanciho spermatu, ale také pro média pro zpracovani spermatu a pro kryokonzervaci kancich
spermii. Chlorid zine¢naty se ukazal jako adekvatni ptisada do kanciho spermatu, ale je tfeba
dalSich studii pro zajisténi optimalni kvality spermii (Sutovsky et al. 2019).

3.3.3 Redidla

Pokud nejsou spermie nafedény ztraceji postupné elektricky naboj kvali vysoké
koncentraci elektrolyti a volnym iontlim jako je napfiklad vapnik, zelezo, hoi¢ik a jiné. Dale
kvuli zvySenému obsahu protilatek, disledkem Cehoz vznika aglutinace spermii (Louda et al.
2001). Aby se tomu piedeslo, ptidavaji se do fedidel razné piisady, mezi které fadime cukry,
proteiny, soli a lipidy (Louda et al. 2001; Jovici¢ et al. 2020; Oldenhof et al. 2021). Soucasné
tyto latky pasobi i jako zdroj energie (Louda et al. 2001).

Vysoky obsah glukozy ve vétSiné fedidel pro kanci sperma zptsobuje znacné snizeni
intracelularniho pH pod 6,0. Tato intracelularni acidéza zjevné umoziuje buikam prezit
skladovani nekolik dni pfi teploté okoli (Johnson et al. 2000). K ziskani optimalnich pomért
mezi ionty se pouzivaji bivalentni a trivalentni anionty. Ukézalo se, ze tyto anionty chrani
spermie pied bobtndnim membran. Dale se zjistilo, ze polyvalentni anionty usmérmiuji
koncentraci polyvalentnich kationtti jako je vapnik, hoi€ik a zelezo, které se pii prevaze podileji
na aglutinaci spermii. Pro udrzeni spravného osmotického tlaku jsou dualezité ionty sodiku a
drasliku. Pufrovaci ulohu maji fosfatové ionty, které se dale podileji 1 na energetickych
reakcich. Ionty bikarbonatu se podileji na biochemickych procesech dychani bunék a jsou
dilezité k udrzeni spravné hodnoty pH. Mezi prvky, které se uplatiiuji pifi enzymatickych
procesech se fadi vapnik a hot¢ik, zatimco sira se t€astni syntézy bilkovin (Louda et al. 2001).

Koncentrace vodikovych ionti ma vliv na pohyb, pfezitelnost a latkovou pfeménu
spermii (Louda et al. 2001). Pro spermie kance je optimalni hodnota pH 7,0-7,5. Latkovy
metabolismus a pohyblivost spermii se snizuje, pokud pH spermatu klesne pod 7. Zatimco pfi
alkalickych hodnotach blizkych hodnoté pH = 8 se pohyb spermii povzbudi, ale pfeziti spermii
se snizuje (Johnson et al. 2000; Louda et al. 2001).

Vzhledem k tomu, ze ve zfedéném spermatu kance je pfitomna bakterialni kontaminace,
bézné se pridavaji antibiotika, aby se zabranilo prfemnozeni bakterii a snizil se ucinek
bakterialnich toxinii na spermie. V kontextu obezietného pouzivani antimikrobialnich latek
muze nizsi pouzivani antibiotik ve zfedéném spermatu pomoci snizit antibiotickou rezistenci.
V tomto ohledu muaze jednovrstva centrifugace kancich ejakulati snizit koncentraci bakterii a
nasledné snizit potfebu antibiotik v fedidlech spermatu. Ackoli se nezda, ze by tento proces m¢l
vliv na celkovou pohyblivost, zda se, ze zvySuje linearitu pohybu spermii. Jeho vliv na kvalitu
a plodnost spermatu si zaslouzi dal§i vyzkum (Lopez-Rodriguez et al. 2017). Mnoho antibiotik
a antimikrobidlnich latek ma Skodlivy ucinek na spermie, tudiz vybér latek pro pouziti v
fedidlech spermatu je omezeny. Alternativa k zahrnuti antibiotik do fedidel spermatu by tak
znacné snizila spotfebu antibiotik (Morrell & Wallgren 2011). Pfidani cyklického hexapeptidu
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bylo navrzeno jako nahrada antibiotik v fedidlech, ale potencial téchto peptidi je stale
predmétem zkoumani (Schulze et al. 2014b).

Redidla pro konzervaci kan¢iho spermatu v tekutém stavu musi spliiovat urdité
pozadavky. V tedidlech musi byt pfislu§né latky pro metabolismus spermii, latky ochranujici
spermie pred chladovym Sokem, a hlavné fedidla musi mit patficnou osmolaritu. Dale musi
fedidla obsahovat pfiméfeny pomér v zastoupeni elektrolytt a neelektrolytd, latky potlacujici
vyvoj patogenni mikroflory a adekvatni pufry. V neposledni fadé musi fedidla zahrnovat i latky,
které snizuji peroxidaci lipida cytoplazmatické membrany spermii (Louda et al. 2001).

Aktualné jsou fedidla slozena z glukozy, citronanu sodného a EDTA (dvojsodna stl
kyseliny etyléndiamintetraoctové). Tuto latku mizeme najit pod n€kolika nazvy naptiklad
chelaplex III, chelaton, komplexon III a trilon B. Latka EDTA chrani akrozém, membranu
spemii a zvySuje prezitelnost spermii (Louda et al. 2001). Jak bylo popsano vyse, bézné se do
zfedéného spermatu piidavaji antibiotika. Existuje mnoho popularnich antimikrobiéalnich latek
pouzivanych v fedidlech spermatu, mezi které nalezi aminocyklitoly, aminoglykosidy, beta-
laktamova antibiotika, linkosamidy a makrolidy (Althouse & Rossow 2011).

K tedéni se pouzivaji komercné dostupna fedidla (Tab. 1). Pro kratkodobou konzervaci
se nejéastéji pouziva fedidlo EDTA nebo BTS (Louda et al. 2001; Kos et al. 2019). Redidlo
EDTA ma vice obchodnich nazvi napiiklad Kiev, Merck III, Kare I (Louda et al. 2001). Pro
sttednédobou konzervaci se vyuziva fedidlo Androhep a Modena I (Louda et al. 2001; Kos et
al. 2019).

Charakteristickymi latkami stfednédobého fedidla Androhep jsou BSA a HEPES. Jak
bylo uvedeno vySe, BSA ochraiiuje membranu spermii a snizuje pokles motility spermii béhem
uchovani fedéného spermatu. HEPES je latka, ktera se fadi do skupiny biologickych pufri a
jeji ulohou je udrzovani optimalniho pH (Louda et al. 2001; Lopez-Rodriguez et al. 2017).

Tabulka 1 SloZenti Fedidel pouzivanych pro kanci sperma (Louda et al. 2001)

Slozeni Merck BTS Androhep
Glukoéza 53,68 g 370¢g 260¢g
Citronan sodny neutr. x 2H>O 330¢g 6,0g 80g
NaHCO:3 1,20 g 13¢g 1,20 g
EDTA 1,80 g 13¢g 240 ¢g
KCl1 - 0,8¢g -
HEPES - - 90¢g
BSA - - 25¢g
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3.3.4 Baleni inseminacnich davek

Po dokonceni fedéni se zfedéné sperma zabali do davek po 80—-100 ml, aby se skladovaly
a distribuovaly. Davky bé&zné€ obsahuji 2—3 miliardy spermii. V poslednich letech vSak byly
vyvinuty nové techniky (napf. intrauterinni inseminace), které umoziuji inseminaci nizsiho
poctu spermii v mensim objemu (Lopez-Rodriguez et al. 2017). Pfi pouziti této techniky je
objem inseminacni davky 0,5 az 10 ml a pocet spermii se pohybuje kolem 0,5-1 miliardy
spermii (Roca et al. 2000). Proces baleni provade€ji automatizované systémy ve veétSiné
inseminacnich stanicich. Tyto systémy jsou rychlé a presné, pfi¢emz nesmi poskodit spermie.
Pro skladovani, dodavani a inseminaci nafedénych davek spermatu lze pouzit rizné nadoby
(Obr. 6), jako jsou plastové lahvicky, blistry, trubicky, sacky nebo skladaci membranu s
integrovanym katétrem (Lopez-Rodriguez et al. 2017). Je tfeba vybirat vhodny material,
protoze plastové slouceniny v raznych balenich mohou byt pro spermie toxické. Pritomnost
cyklického laktonu a bisfenolu A diglycidyléteru (BADGE) ve spermatu zpusobuje snizeni
kvality spermii a nasledné dochazi k poklesu plodnosti prasnic (Nerin et al. 2014).

Obrdazek 6 Nadoby na uskladnéni kanciho spermatu (Singleton 1997)
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3.4 Konzervace insemina¢nich davek

Utelem konzervace je navodit ve spermiich reverzibilni stav neboli anabiézu spermii.
Béhem tohoto stavu se metabolické procesy ve spermiich snizi nebo prerusi. Pokud dojde k
vytvoreni adekvatnich podminek prostiedi, metabolismus spermii se opét obnovi (Louda et al.
2001). Existuji dvé primarni strategie skladovani kanciho spermatu, kryokonzervace a
konzervace v tekutém stavu (Ren et al. 2019).

3.4.1 Moznosti skladovani

Navzdory velkému pokroku v technologii zmrazeného spermatu je konzervace v tekutém
stavu 1 nadale hlavni metodou stabilizace kan¢iho spermatu az do inseminace. Navic tekuté
sperma poskytuje témef dvakrat vice inseminacnich davek z odebraného spermatu (pfiblizné
40-50 pro tradi¢ni, 60-80 davek pro intrauterinni AI) nez zmrazené sperma, s niz§imi
vyrobnimi naklady a niz§i uhlikovou stopou (Waberski et al. 2019). Pokud je kanci sperma
ziedéno v fedidle pro kratkodobou konzervaci, doba jeho pouzitelnosti je do 3 dna (Louda et
al. 2001; Grossfeld et al. 2008; Waberski et al. 2019; Li et al. 2022). Podle studie Li et al. (2022)
kvalita spermii po 3 dnech skladovani rychle klesa (motilita spermii je mensi nez 60 %). Proto
dirazné doporucuji, aby kratkodobé uchovani spermii netrvalo déle nez 3 dny (Li et al. 2022).
Pfi pouziti strednédobych fedidel (nekteré studie uvadéji jako dlouhodoba tedidla) je doba
pouzitelnosti spermatu 5-7 dni (Louda et al. 2001; Grossfeld et al. 2008; Luther & Waberski
2019; Waberski et al. 2019). Ve vétsiné zemi zvySuji stfednédoba tedidla flexibilitu pouziti
spermatu a jeho ochranu béhem prepravy na dlouhé vzdalenosti (Waberski et al. 2019).

V komer¢nim prostredi je doporucena skladovaci teplota pro tekuté konzervované sperma
stale 17 °C (15-20 °C). Tento teplotni rozsah je povazovan za kompromis mezi zachovanim
dlouhovékosti spermii snizenim metabolické aktivity spermii, aniz by dosSlo k nevratné ztraté
selektivni permeability a integrity plazmatické membrany (Henning et al. 2022). Kriticka nizsi
teplota pro preziti spermii u prasat byla stanovena na 12 °C (Lopez-Rodriguez et al. 2017).
Nizsi teploty poskytuji vyhodu v inhibici ristu bakterii, nicméné zptasobuji chladovy Sok
spermii, jenz zapfiCini ztratu Zivotaschopnosti a motility. Nejde jen o to, ze chlazeni muze
narusit bunénou integritu, ale také o obnoveni metabolické aktivity v Zzivotaschopnych
spermiich béhem zahfivani na télesnou teplotu po inseminaci. Takové subletalni poranéni
souvisejici s ochlazenim je zvlasté ziejmé behem zahfivani v teplotnim rozsahu mezi 20 a 38
°C. Dopad rychlého nartstu teploty se nékdy oznacuje jako tepelny Sok a zahrnuje naptiklad
vzestup koncentraci volnych intracelularnich iontd vapniku a kapacitatni zmény v
zivotaschopnych butikach (Henning et al. 2022).

Na rozdil od teplotniho rozsahu pod 15 °C jsou skladovaci teploty nad 20 °C vnimany
jako pln€ neinhibujici metabolismus spermii, coz vede k vyCerpani energetickych rezerv
spermii a hromadéni metabolickych (vedlejsich) produktt. Skladovani spermatu pii teploté nad
20 °C neni proto zadouci, ale mize k nému dojit béhem hromadné prepravy Cerstvé naplnénych
inseminacnich davek v izolovanych boxech nebo béhem horkého obdobi. Dale muze dojit ke
zvySeni teploty prostiedi kvuli tomu, Ze chladici boxy pro skladovani spermatu nefunguji na
farmé spravné (Henning et al. 2022).
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Obvykle se tedy ziedéné kanci sperma skladuje po dobu 3—5 dnt pfi teploté 15 az 17 °C
a poskytuje porodnost 80-90 % s celkovym poctem 13—14 narozenych selat (Fair & Romero-
Aguirregomezcorta 2019).

Béhem skladovani je tfeba se vyhnout kontaktu se vzduchem, protoze zvysuje pH, coz
negativné ovliviluje pohyblivost spermii. Ke stabilizaci pH se proto pouziva mnoho riznych
pufrovacich systému, které byly zminény vyse (Lopez-Rodriguez et al. 2017).

3.4.2 Kryokonzervace

V modernim chovu hospodatskych zvitat se kryokonzervované sperma bézné pouziva k
umeélé inseminaci (Oldenhof et al. 2021). Kryoprezervace spermatu je nejucinnéj§i metodou pro
dlouhodobé uchovavani samcich gamet, ale pouziti kryokonzervovaného spermatu kance
predstavuje celosvétoveé méne nez 1 % (Guimardes et al. 2017). Um¢la inseminace zmrazenym
a rozmrazenym spermatem u prasat je omezena na specifické pripady, jako je uchovani cenného
genetického materidlu, transport spermii na dlouhé vzdalenosti a bezpeCnostni strategie v
pfipad¢ pfirodnich katastrof. Kryokonzervované sperma také slouzi, jako rezervni zasoba, ktera
muze byt vyuZita v reakci na nahlé propuknuti nemoci (Baishya et al. 2014; Athurupana et al.
2015; Yeste et al. 2017; Fair & Romero-Aguirregomezcorta 2019; Recuero et al. 2019). Kromé
toho se kryokonzervace kancich spermii také provadi pro vyzkumné ucely (Wongtawan et al.
2006).

Podstatny rozdil mezi tekutym a kryokonzervovanym semenem je rozdil reakce
ejakulovanych spermii na ochlazeni. Zatimco spermie od riznych kancta reaguji podobné dobie
na skladovani v tekutém stavu, kde je zde chlazeni okrajové, odezva se znacné lisi pii pouziti
intenzivnéj§iho chlazeni (Roca et al. 2006).

Ackoli je zmrazené kanci sperma k dispozici jiz dlouho, velmi maly podil komercnich
umélych inseminaci se provadi u prasat pomoci zmrazeného spermatu kvili niz§imu preziti po
rozmrazeni, coz ma za nasledek nizkou porodnost a velikost vrhu (Baishya et al. 2014). Ve
srovnani s inseminaci Cerstvym spermatem zpusobuje inseminace zmrazenym a rozmrazenym
spermatem pokles porodnosti o 20 az 30 %, pficemz pfiblizn€ 40 az 50 % kancich spermii
kryokonzervaci neptezije (Jovici¢ et al. 2020).

Jak bylo zminéno vySe, poSkozeni kancich spermii b&hem zmrazovani souvisi s
lipidovym slozenim plazmatické membrany spermii, oxida¢nim stresem a tvorbou ROS
(Baishya et al. 2014). Kryokonzervace spermii vede k fadé skodlivych zmén spermatu (Obr. 7).
Patii mezi n€ poskozeni DNA, u kterého bylo prokazano, ze snizuje fertiliza¢ni potencial. Déle
zmény ve spojovaci Casti biCiku, které zpusobuji ztratu motility spermii. Poté akrozomalni
restrukturalizace, jez brani fuzi spermie-oocyt (Bathgate 2011; Yeste et al. 2017). V neposledni
fadé dochazi k poSkozeni struktury cytoplazmatické membrany spermii (Bathgate 2011;
Athurupana et al. 2015; Yeste et al. 2017; Guimardes et al. 2017). Zda se, Ze tato poskozeni
souvisi se zvySenou produkci ROS, ke které dochazi béhem zmrazovani a rozmrazovani.
Dokonce i béhem skladovani zmrazenych spermii v kapalném dusiku jsou spermie vystavené
moznému oxidativnimu poSkozeni (Bathgate 2011).

Kryoprezervace spermatu mize tedy zpusobit biochemické a funkéni poskozeni spermii,
coz vede ke snizeni motility, zivotaschopnosti a transportu spermii v genitalnim traktu prasnice
(Silva et al. 2015). Lepsi pochopeni kryoposkozeni spermii je nanejvys dilezité, mohlo by vést
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ke zlepSeni metod kryokonzervace poskytujici §pickovou kvalitu zmrazeného spermatu a
naslednou vyssi plodnost (Baishya et al. 2014).

Pro kanci sperma se komercné€ pouzivaji dvé metody zmrazovani vyvinuté v poloving 70.
let. Konkrétné se jedna o Beltsvillskou a Westendorfovu metodu. V prvni metodé se sperma
zmrazuje v peletach (kuliGkach) o objemu 0,15-0,20 cm® (Johnson et al. 2000). Ve
Westendorfové metodé se sperma zmrazuje v pejetach (maxi-brékach) o objemu 5-10 cm?
(Johnson et al. 2000; Louda et al. 2001).

Degenerativni exocytoza akrozému
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Snizeni mitochondrialni aktivity

Fragmentace DNA

Zmény na integrit¢é membrany a na iontovych
kanalech

Snizeni motility spermii

Obrazek 7 PoSkozeni kancich spermii béhem zmrazovani, prevzato a upraveno z Yeste et al. (2017)

3.4.2.1 Variabilita ve zmrazovani spermatu kancu

Optimalni kryopfeziti spermii zavisi nejen na metodice kryokonzervace, ale také na
individualité kazdého kance (Roca et al. 2006). Dilezité jsou geneticky podminéné vlastnosti
membranové struktury spermii pro predispozici piezit pod kryokonzerva¢nim stresem (Roca et
al. 2006; Jovici¢ et al. 2020). Variabilita ve zmrazovani spermatu kanci existuje mezi
jednotlivci v ramci stejného plemene a mezi ejakulaty od stejného kance (Yeste et al. 2017,
JoviCi¢ et al. 2020). V neposledi fadé 1 plemeno kance ovliviiuje kryopfeziti spermii. Bylo
zjisténo, ze ejakulaty kanct plemene duroc vykazuji lepsi mrazuvzdornost nez ejakulaty kanca
plemene landrace. Dale bylo prokazano, ze sperma kanct plemene landrace a pietrain ma po
rozmrazeni vySS$i pohyblivost spermii, integritu membrany, mitochondrialni membranovy
potencial a integritu akrozomut nez sperma od kanci plemene large white, duroc a yorkshire
(Jovici¢ et al. 2020).

Velka variabilita ve zmrazeni spermii mezi kanc¢imi ejakulaty a mezi frakcemi ejakulatu
je pripisovana predevsim interakcim mezi spermiemi a semennou plazmou z rtiznych Casti
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ejakulatu (Parrilla et al. 2019; Recuero et al. 2019; Jovici¢ et al. 2020). Na zacatku této prace
bylo zminéno, Ze proteiny semenné plazmy pusobi na rizné vlastnosti spermii (Gonzalez-
Cadavid et al. 2014; Parrilla et al. 2019). Parrilla et al. (2019) ve své studii prokazali, ze tyto
proteiny jsou potencialng klicovymi faktory ovliviiujicimi kryopieziti spermii. Cetné studie
prokazaly, ze spermie ziskané ze spermiové frakce odolavaji kryokonzervaci 1épe nez ty, které
byly vystaveny semenné plazmé z celého ejakulatu (Alkmin et al. 2014; Druart et al. 2019;
Parrilla et al. 2019; Recuero et al. 2019; Hofner et al. 2020). Toto zjisténi Hofner et al. (2020)
vysvétluji tim, ze spermie této frakce jsou vystaveny hlavné tekutinam z nadvarlete a prostaty.
Dale je hlavnim divodem to, ze spermie z této frakce nejsou vystaveny Skodlivym proteinim,
které jsou bohaté zastoupené pfi sekreci vezikularnich a bulbouretralnich zlaz (Hofner et al.
2020).

Vzhledem k tomu, ze ne vSechny kanc¢i ejakulaty maji stejnou schopnost odolat
zmrazovani a rozmrazovani, jsou kanci klasifikovani jako ,,dobfe mrazitelni nebo , $patné
mrazitelni“. Nasledné jsou ejakulaty téchto kanci oznaCovany jako ,.ejakulaty s dobrou
zmrazitelnosti“ nebo ,Spatnou zmrazitelnosti“ (Roca et al. 2006, Grossfeld et al. 2008;
Guimaraes et al. 2017; Jovicic¢ et al. 2020).

Bylo zjisténo, ze ptidavek 50 % semenné plazmy z ejakulatu kanci s dobrou
mrazuvzdornosti, po rozmrazeni chrani spermie pfed poSkozenim chromatinu a udrzuje
pohyblivost spermii po rozmrazeni (Recuero et al. 2019). Doplnéni zmrazovacich fedidel
semennou plazmou z kancl s dobrou zmrazitelnosti spermii by mohla pfipadné zlepsit
schopnost kancich spermii udrzet proces zmrazeni a rozmrazeni, zlepsit pohyblivost spermii,
zachovat integritu akrozomu, oddalit zmény podobné kapacitaci a zvysit odolnost vaci
chladovému Soku nebo oxidativnimu stresu. Pomoci toho by mohly byt vyuzity ke
kryokonzervaci i ejakulaty kancu se $patnou zmrazitelnosti spermatu (Yeste et al. 2017; Jovicic¢
et al. 2020).

3.4.2.2 Kryoprotektiva

Vsechna tedidla pro zmrazeni spermii obsahuji propustna a nepropustna kryoprotektiva,
které minimalizuji tvorbu ledu a pomahaji stabilizovat bunééné membrany a proteiny (Silva et
al. 2015; Yeste et al. 2017). V nepfitomnosti kryoprotektivnich latek mize chladovy Sok a
tvorba ledovych krystalt vést k destrukci organel ve spermiich. Tento jev se miZe negativné
projevit oxidaci membran spermii, naruSenim a poskozenim bunécnych struktur spermii
(Hezavehei et al. 2018).

Propustna kryoprotektiva vstupuji do bunky, snizuji koncentraci elektrolyti a snizuji
rozsah osmotického smrsténi pii nizkych teplotach. Hlavnim problémem prostupujicich ¢inidel
je to, ze mohou ohrozit preziti bunék pfi teplotach nad 5 °C (Yeste et al. 2017). Nejbe&znéjsi
prostupujici kryoprotektant pro kanci sperma je glycerol v koncentracich 2 az 4 % (Athurupana
etal. 2015; Yeste at al. 2017; Jovic€i¢ et al. 2020; Oldenhof et al. 2021). Kan¢i spermie vykazuji
vétsi citlivost na hladiny glycerolu nez spermie jinych doméacich zvifat (Johnson et al. 2000).
Z tohoto duvodu vyssi koncentrace glycerolu snizuji schopnost pfeziti spermii po rozmrazeni.
Dale vysoké koncentrace glycerolu poskozuji akrozémy spermii. Nasledkem toho maji kanci
spermie snizenou plodnost. Amidy, zejména DMA (dimethylacetamid) a DMF
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(dimethylformamid), mohou uspésné nahradit glycerol jako penetra¢ni kryoprotektiva
pouzivana pii zmrazovani kanciho semene (Jovicic et al. 2020).

Nepropustna kryoprotektiva pusobi extracelularné a zlepsuji ucinky propustnych
kryoprotektiv. Nejbéznéjsimi nepropustnymi kryoprotektivy jsou proteiny mléka a vaje¢ného
zloutku, cukry a slouceniny s vysokou molekularni hmotnosti (napt. polyvinylpyrrolidon,
polyethylenglykoly a dextrany) (Yeste et al. 2017). Fosfolipidy, které se nachazeji ve vajecném
zloutku chrani spermie ptfed chladovym Sokem, zatimco nizkohustotni lipoprotein (LDL) ve
vajecnych Zloutcich vykazuje nejlepsi kryoprotektivni funkci. Pii pouziti zloutku se vzdy
pridava pasta Orvus ES (Equex), ktera usnadiuje interakci proteini vajecného Zloutku s
plazmatickou membranou spermii (Johnson et al. 2000; Yeste et al. 2017; Oldenhof et al. 2021).
Z kategorie sacharidi se pouziva sacharoza, laktdza, glukédza, fruktdza, poptipadé trehaldza.
Cukry v fedidlech zvySuji zivotaschopnost spermii a schopnost oplodnéni po rozmrazeni
kancich spermii (Jovic€i¢ et al. 2020; Oldenhof et al. 2021). Vajecny zloutek a laktdza jsou
nejbéznéj§imi nepropustnymi kryoprotektivy pouzivanymi ve zmrazovacich fedidlech pro
kanc¢i sperma (Yeste et al. 2017; Oldenhof et al. 2021).

Bylo zjisténo, ze kombinace cukru a glycerolu je nepostradatelna pti poskytovani ochrany
béhem zmrazovani. Je tomu tak proto, ze osmotické vlastnosti cukru poskytuji extracelularni
ochranu spermii (Jovici¢ et al. 2020).

Vzhledem k tomu, Ze kanc¢i spermie vykazuji vétsi citlivost na vyssi davky glycerolu,
bylo provedeno vice studii (Molinia et al. 1994; Sztein et al. 2001; Malo et al. 2010)
pouzivajicich neprostupujici kryoprotektanty, jako jsou sacharidy vcetné monosacharidg,
disacharidi a polysacharidi, coz vedlo ke zlepSeni miry pfeziti spermii po zmrazeni a
rozmrazeni. Nepropustné disacharidy, vcetné trehaldzy, maji vysokou kryoprotektivni
schopnost a kineticky inhibuji rast ledovych krystala diky vysoké viskozité (Athurupana et al.
2015). V soucasné dobé bylo prokéazano, ze disacharid trehal6za je schopna odolat dehydrataci
nebo zmrazeni u fady rostlin a zvifat. Bylo zjisténo, ze trehal6za muze tvofit vodikové vazby s
polarnimi hlavnimi skupinami fosfolipidi, aby se zabranilo fuzim membran spermii
umisténych vedle sebe. Pomoci interakce trehal6zy s membranovymi fosfolipidy dochazi ke
stabilizaci membrany spermii béhem procesu zmrazovani a rozmrazovani (Hu et al. 2009;
Athurupana et al. 2015). Z tohoto divodu bylo zjisténo, ze trehaloza je v tomto ohledu G¢innéjsi
nez jiné cukry (Hu et al. 2009). Bylo prokazano, ze trehal6za muze zlepsit kvalitu kancich
spermii v kombinaci s glycerolem béhem procesu zmrazovani a rozmrazovani (Hu et al. 2009;
Athurupana et al. 2015).

Podle studie Athurupana et al. (2015) se viskozita fedidla zvySuje v pfitomnosti vyssi
koncentrace trehalozy, nasledkem toho maji spermie ztizeny pohyb. Alternativné se tieni v
ocasu spermie zvysuje v disledku ztraty intracelularni volné vody. Tyto dvé uvedené pfiCiny
nasledné zpusobuji snizenou motilitu spermii. Bylo také popsano, ze vyssi koncentrace
trehaldzy v pritomnosti glycerolu maji skodlivy ucinek na integritu akrozomu zmrazenych a
rozmrazenych spermii (Athurupana et al. 2015). Z tohoto divodu, byla stanovena optimalni
koncentrace trehalozy na 100 mmol/l pro kanciho sperma, jelikoz pii této koncentraci je
dosahovano nejlepsi kvality spermii po rozmrazeni. Bylo prokazano, zZe trehal6za proptjcuje
zmrazovacimu fedidlu vétsi kryoprotektivni ochranu. Nasledné bylo uvedeno, ze motilita
spermii, mitochondrialni aktivita, integrita membrany a integrita akrozomu se vyznamné
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zlepSily béhem procesu zmrazeni a rozmrazeni, kdyz byla do zmrazovaciho fedidla pfidana
trehaloza (Hu et al. 2009; Athurupana et al. 2015).

3.4.2.3 Antioxidanty

Jak bylo uvedeno vyse, tvorba ROS a oxidacni stres béhem procesu zmrazovani mohou
vést k vaznému poSkozeni spermii (Hezavehei et al. 2018). Bylo zjisténo, ze piidani
antioxidant do zmrazovacich fedidel mize neutralizovat ROS a zlepsit funkci spermii po
rozmrazeni. AvSak ne vSechny antioxidanty se ukazaly jako prospésné (Yeste et al. 2017,
Hezavehei et al. 2018).

Zvysena produkce ROS kan¢imi spermiemi vyvolana zpracovanim pro kryokonzervaci
muize byt pon€kud zmirnéna pouzitim redukovaného glutathionu, L-cysteinu, a-tokoferolu
(vitamin E), butylovaného hydroxytoluenu, Troloxu (analog vitaminu E) a kyseliny askorbové
(vitamin C) (Grossfeld et al. 2008; Bathgate 2011; Yeste et al. 2017; Hezavehei et al. 2018).
Bathgate (2011) ve své studii zjistila, ze zaclenénim téchto antioxidant do fedidel pro
zmrazeni, dochazi ke zlepSeni kvality zmrazenych a rozmrazenych spermii po kryokonzervaci.
Zvlasté zajimavy vysledek prinesl redukovany glutathion, protoze jeho ptidani do fedidla pro
zmrazovani a rozmrazovani, nasledné zachovava pohyblivost spermii, integritu membran i
jadra a kompenzuje snizenou schopnost oplodnéni po kryokonzervaci (Yeste et al. 2017).

Pokud se jedna o pfirodni alternativu, Sutovsky (2015) ve své studii uvedl, ze doplnéni
kanciho spermatu extraktem ze zeleného Caje, rozmarynu nebo alginatu (extrakt z hnédé rasy)
také snizila peroxidaci lipidu ve spermatu po kryokonzervaci.

3.4.2.4 Priprava inseminacnich davek pro kryokonzervaci

Pro vyuziti kryokozervace je tfeba sperma peclivé zpracovat, aby se po rozmrazeni
zachovaly jeho zivotni funkce (Oldenhof et al. 2021). Kryoprezervace spermii a ptiprava
insemina¢nich davek pro Al zahrnuje odstranéni semenné plazmy v odstfedivce (Yeste et al.
2017; Recuero etal. 2019; Jovici¢ et al. 2020; Oldenhof et al. 2021). Semenna plazma poskytuje
pfiznivé prostfedi pro funkci spermii iz vivo (Recuero et al. 2019). Nicméng, bylo zjisténo, ze
pred kryokonzervaci ma semennd plazma Skodlivé ucinky na spermie. Nasledkem toho maji
kanci spermie snizenou kvalitu a plodnost (Yeste et al. 2017; Druart et al. 2019; Recuero et al.
2019). Pomoci centrifugace také dochéazi ke koncentraci spermii a poté nasleduje fedéni
spermatu ve zmrazovacim fedidle (Recuero et al. 2019; Jovici¢ et al. 2020; Oldenhof et al.
2021). Kone¢né koncentrace pro kryokonzervaci kancich spermii jsou typicky 20 % vaje¢ného
Zloutku, 0,5 % pasty Equex, 2 % glycerolu a koncentrace spermii je 1000-500 x 10° spermii na
1 ml (Oldenhof et al. 2021).

Vzorky spermii je tfeba pomalu ochladit (~0,1 °C/min) z pokojové teploty na 5 °C, poté
je lze zabalit (Oldenhof et al. 2021). Kanci sperma lze zabalit do riznych baleni, mezi které
patii mini-br¢ka (0,25 ml), stfedni brcka (0,5 ml), maxi-brcka (5 ml) nebo plastové sacky (5
ml) (Yeste et al. 2017). V soucasnosti vétSina zmrazovacich protokold uvadénych v literature
pouziva stiedni bréka (0,5 ml) s koncentraci 0,5 x 10° spermii na bréko (Baishya et al. 2014;
Yeste et al. 2017; Oldenhof et al. 2021). Po naplnéni bréek se musi inseminacni davky utésnit
(Oldenhof et al. 2021).
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3.4.2.5 Skladovani pred kryokonzervaci

Procesy zmrazovani a rozmrazovani kanc¢iho spermatu maji bezpochyby vliv na kvalitu
spermii. Avsak bylo zjisténo, ze délka doby uchovani (celkova doba skladovani pfi teploté 15—
17 °C od odbéru spermatu do zacatku kryokonzervace) také ovliviiuje schopnost spermii
vydrzet postupy zmrazeni a rozmrazeni. Bylo uvedeno, ze idealni doba zdrzeni spermii pied
kryokonzervaci je 24 hodin pfi 17 °C. ZdrZeni spermii 1ze charakterizovat tak, ze se nafedéné
sperma uchovava po urcitou dobu ve chlazeném stavu a nezamrazuje se tedy ihned (Alkmin et
al. 2014; Yeste et al. 2017; Recuero et al. 2019; Jovicic et al. 2020). Pfi téchto podminkéch bylo
pozorovano zvySeni celkové a progresivni motility spolu se stabilitou plazmatické membrany
a akrozomu spermii (Recuero et al. 2019).

Toto tvrzeni souhlasi se star§i studii, ve které Johnson et al. (2000) uvedli, ze pokud jsou
predfedéné vzorky spermatu udrzovany nad 15 °C po nékolik hodin, spermie ziskavaji
postupnou odolnost vii¢i chladovému Soku. Tato dlouha doba drzeni kancich spermii pred
kryokonzervaci se ukazala jako G€inna, protoze umoziuje dosahnout vyssi miry preziti spermii
po rozmrazeni a nasledné vede k vyssi plodnosti (Alkmin et al. 2014). Alkmin et al. (2014) ve
své studii zminili, ze v nékterych protokolech kryokonzervace se toto zdrzeni pred
zmrazovanim jiz pouziva.

3.4.2.6 Zmrazovani a rozmrazovani kancich spermii

Postupy zmrazovani a rozmrazovani zahrnuji fadu fyzikalnich a chemickych zmén, které
mohou poskodit spermie (Yeste et al. 2017). Nejkritict€jSimi proménnymi, které ovliviiuji
kryopteziti spermii jsou rychlosti chlazeni a rozmrazovani (Jovici¢ et al. 2020). Vysoké
rychlosti zmrazovani vedou k tvorbé intracelularniho ledu, zatimco nizsi rychlosti vedou k
dehydrataci a snizuji podil nezmrzlé vody v extracelularnim prostiedi. Z toho mizeme usoudit,
ze identifikace spravné rovnovahy mezi nizkou a vysokou rychlosti zmrazovani je zasadni pro
minimalizaci dopadu kryokonzervace na spermie (Yeste et al. 2017). Bylo zjisténo, ze
optimalni rychlost chlazeni pro zmrazovani kancich spermii je -30 °C/min (Johnson et al. 2000;
Baishya et al. 2014; JoviCi¢ et al. 2020). Pti této rychlosti zmrazovani by mély byt spermie
zmrazeny béhem 6 minut (Yeste et al. 2017). Zmrazovani se provadi umisténim bréek na
kovové stojany, zde jsou br¢ka ulozena ve vodorovné poloze. Stojany mohou byt umistény bud’
v mrazicim boxu s fizenou rychlosti nebo v definované vzdalenosti v pafe nad kapalnym
dusikem v uzavieném polystyrenovém boxu, poté se zmrzla brcka ulozi do kapalného dusiku
(Oldenhof et al. 2021).

Hladina kapalného dusiku musi byt pravidelné¢ kontrolovana a udrzovana, aby se zajistilo,
ze zmrazené vzorky zustanou po dobu skladovani pfi teploté -196 °C. Stejna pfisnost musi byt
uplatiiovana i pti preprave zmrazeného spermatu. Preprava spermatu by méla byt provadéna s
dusikovymi nadrzemi (Obr. 8), které maji kapacitu uchovavat vzorky déle, nezje doba prepravy
(Yeste et al. 2017).
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Obrazek 8 Nadrz s tekutym dusikem (Yimer et al. 2016)

Rychlosti rozmrazovani mohou ovlivnit funkci a integritu spermii, tudiz je dulezité najit
spravnou rovnovahu mezi vysokou a nizkou rychlosti rozmrazovani. Zatimco pomalé
rozmrazovani vede k rekrystalizaci, piiliS rychlé rozmrazovani naruSuje plazmatickou
membranu spermii. Takové poSkozeni souvisi s neschopnosti propustnych kryoprotektanta
opustit buiiku, coz umoziuje vode vstoupit do buiky v reakci na zvySenou osmolalitu (Yeste
et al. 2017). Ackoli se rozmrazovani v 0,5ml br¢kach obvykle provadi pii 37 °C po dobu 20 s
ve vodni lazni, byly hlaseny variace kombinujici razné teploty (od 37 do 70 °C) a doby
rozmrazovani (5 az 50 s) (Yeste et al. 2017; Jovici¢ et al. 2020).

Bylo uvedeno, ze zmrazovani optimalni rychlosti a nejrychlejSimi rychlostmi
rozmrazovani je vyhodné pro vSechny parametry kvality spermatu, v€etné motility spermii a
integrity akrozoému spermii (Jovicic et al. 2020).

Prestoze je kanci sperma citlivé na nizké teploty a pouze kvalitni sperma je vhodné pro
kryokonzervaci, je dulezité vyvinout nové protokoly kryokonzervace. Jelikoz sperma v tekuté
forme lze skladovat pouze 7 dni, ale kryokonzervované sperma lze skladovat po mnohem delsi
dobu a v ptipadé potreby ho pouzit (Jovici¢ et al. 2020).

3.4.2.7 Uméla inseminace zmrazenym a rozmrazenym spermatem

Na rozdil od zmrazenych spermii z jinych druhti (napf. skot), kanci sperma musi byt po
rozmrazeni zfedéno. NejcCastéji se pouziva fedidlo pro kratkodobou konzervaci BTS, které je
zaroveil 1 nejrozsifenéj§im fedidlem kancich spermii. Uméla inseminace se zmrazenymi a
rozmrazenymi spermiemi musi probéhnout do 10-30 minut po rozmrazeni spermatu a po
indukované ovulaci se doporucuje vicenasobna inseminace (Yeste et al. 2017). Opakovana
uméla inseminace béhem fije muze pomoci zmirnit nizsi fertilizacni kapacitu zmrazenych a
rozmrazenych spermii (Knox 2015; Yeste et al. 2017). Maximalni doba mezi inseminacemi je
osm hodin (Yeste et al. 2017).

Dulezitym bodem, ktery je tfeba vzit v ivahu pii provadéni umélé inseminace zmrazenym
a rozmrazenym spermatem, je pocet dostupnych (zivotaschopnych) spermii, jez by méla

39



inseminac¢ni davka pro Al obsahovat (Yeste et al. 2017). Z tohoto pohledu neni tradi¢ni metoda
umélé inseminace (zavedeni spermii do d€lozniho Cipku) prakticka pii pouziti zmrazenych a
rozmrazenych spermii, kvili vétSimu poctu pouzitych spermii a snizené zivotnosti spermii.
Misto toho jsou vhodnéj§i metody intrauterinni inseminace (Wongtawan et al. 2006; Grossfeld
et al. 2008; Knox 2015; Yeste et al. 2017). Yeste et al. (2017) ve své studii uvedli, Ze minimalni
pocet zivotaschopnych spermii v inseminaéni davce by se mél pohybovat mezi 1 x 10° a 2 x
10° pfi pouziti zmrazeného a rozmrazeného spermatu, aby byly dosazeny uspokojivé
reprodukéni vysledky.

3.4.2.8 Alternativni metody kryokonzervace

Vzhledem k tomu, ze kanci spermie jsou citlivé na kryokonzervaci, stale se hledaji razné
alternativy, jak zlep§it kvalitu spermii po rozmrazeni (Alkmin et al. 2014; Torres et al. 2016).
Silva et al. (2015) ve své studii zkoumali vzorky laktozy, trehalozy a praskové kokosové vody
spojené s glycerolem, stejné jako roztok kokosové vody obsahujici DMF. Pii spojeni DMF s
praskovou kokosovou vodou bylo mozné pozorovat piiznivy uUCinek na kvalitu spermii.
Ochranny ucinek tohoto amidu lze pficist jeho molekularni struktufe a schopnosti pronikat
bunécnou membranou. Protoze jeho funk¢ni skupiny se vazou na vodik molekul vody a vysoce
hydrofilni povaha molekuly amidu umoziyje silnou interakci s vodou, tato vzajemna vazba
nasledné snizuje tvorbu intracelularnich ledovych krystala. Pfiznivy G¢inek kokosové vody na
spermie je pravdépodobné zpisoben neutralni frakci, ktera obsahuje rizné anionty a kationty,
volny cukr, sorbitol a inositol, to potvrzuje, ze neobsahuje zddnou neznamou latku se
specialnimi vlastnostmi.

Silva et al. (2015) ve své praci prokazali, ze roztoky laktozy, trehalozy a praskové
kokosové vody spojené s glycerolem, stejné jako vzorek kokosové vody obsahujici DMF,
predstavovaly vyssi kvalitu spermii nez ostatni roztoky. Praskova kokosova voda spojena s
glycerolem nebo DMF se objevuje jako novad moznost kryokonzervace kancich spermii.
Navzdory povzbudivym vysledkim zjisténym v této studii, je stale nezbytné prokazat ucinnost
téchto kryoprotektivnich latek.

Vyhodou je, ze prasek 1ze snadno skladovat a jednoduse poslat do oblasti, kde Cerstvé
kokosy nejsou dostupné. Navic se jedna o standardizovanou alternativu snadné ptipravy a nizké
ceny, typicky pochazejici z tropického ovoce (Silva et al. 2015).

Simonik et al. (2022) jako prvni ve své publikaci uvedli, Ze je mozné fedidla pro zmrazeni
kanc¢iho spermatu doplnit polysacharidem pentaisomaltdzou, ktery se jiz klinicky pouziva pfi
kryokonzervaci jinych typa bunék. Bylo zjis§téno, Ze tento polysacharid interaguje s proteiny,
které jsou ulozené na povrchu membrany spermii. Pomoci této interakce pentaisomaltoza
vytvari ochrannou vrstvu na povrchu kancich spermii. Dale toto vzajmené pusobeni vede k lepsi
obnoveé mitochondrii po rozmrazeni. Priznivy ucinek pentaisomaltozy lze také pozorovat v
urcité urovni zlepSeni integrity DNA. Je zajimavé, ze tento ucinek byl nejrozsitengjsi, kdyz byla
pentaisomaltoza pouzita jako uplna nahrada glycerolu. Experimenty ve studii Simonik et al.
(2022) prokazaly slibny ucinek pentaisomaltozy jako uplné nahrady glycerolu ve zmrazovacim
fedidle kanciho semene.

Ratchamak et al. (2020) ve své studii zkoumali mnozstvi sericinu z bource morusového
(Bombyx mori), které by zlepSilo kvalitu kancich spermii po rozmrazeni. Sericin je protein,
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ktery obsahuje vysoké hladiny aminokyselin obsahujicich hydroxyl (serin a threonin).
Nasledkem toho ma sericin antioxidacni vlastnosti a muze tedy snizit peroxidaci lipida
zpusobenou pritomnosti volnych radikald. Bylo zjisténo, ze doplnéni mnozstvim 0,75 %
sericinu v mrazicim fedidle bylo nejucinné;si pro zlepSeni kvality kanciho spermatu a vedlo ke
snizeni peroxidace lipidii po kryokonzervaci. Avsak vyssi doplnéni sericinu na 1 % negativné
ovlivnilo kvalitu spermii, protoze dochazelo k vyssi peroxidaci lipidi plazmatické membrany
spermii. Ratchamak et al. (2020) ve své studii uvedli, ze mnozstvi 0,75 % sericinu se
doporucuje jako alternativni slozka zmrazovaciho fedidla pro zlepSeni kryokonzervovaného
kanciho spermatu. Bude vSak nutny dalsi vyzkum vyuzivajici Al, aby se prokazalo, ze tato
indikace mize byt aplikovana na produkci potomstva na farmach.

Studie de Mercado et al. (2020) se zaméfila na tpravu pH fedidla béhem rozmrazovani
spermii po kryokonzervaci. Bylo uvedeno, ze pokud je vifedidle pro zmrazovani a
rozmrazovani zasadité pH, dochazi ke zlepSeni kvality spermii po rozmrazeni. Dale bylo
hlaSeno, ze kdyz je v fedidle pfi rozmrazovani zasadité pH, dochazi ke zlepSeni motility spermii
po rozmrazeni. Dle de Mercado et al. (2020) je mozné zlepSit pohyblivost spermii u
kryokonzervovanych kancich spermii pomoci alkalického pH. Zejména pH 8 je nejucinnéjsi
pro udrzeni pohyblivosti spermii béhem skladovani. Tyto modifikace pH by mohly byt pouzity
jako postup k urceni, zda doslo ke ztrat€¢ motility ¢i nikoli, aniz by to ovlivnilo proménné, jako
je integrita membrany nebo stav akrozomu. Vysledky studie de Mercado et al. (2020) poskytuji
novy pohled na motilitu spermii upravou pH rozmrazovaciho fedidla. Nicméné je zapotiebi
vice studii, abychom lépe pochopili vliv pH na rozmrazené spermie kanct a nasledné Gcinky
na plodnost.

Vzhledem k soucasnym problémiim pfi kryokonzervaci kancich spermii studie Arraztoa
et al. (2017) navrhuji zhodnotit vitrifikaci v koulich jako alternativni postup kryokonzervace.
Jak bylo popsano vySe, samotné kryoprotektanty mohou mit toxicky ucinek na spermie v
souvislosti s jejich koncentraci a délkou expozice bunék. K vyteseni této situace byl v nékterych
vyzkumech hodnocen tucinek kryokonzervace spermii v nepfitomnosti kryoprotektiva ve
spojeni s dal§imi metodami konzervace, jako je vitrifikace. Vitrifikace je proces, pii kterém
kapaliny ziskavaji sklovity stav bez tvorby ledovych krystald. Je to jednoducha, ¢asové méné
naro¢na a méné nakladna alternativa ke konvencni kryokonzervaci.

Kwvili skodlivému osmotickému uéinku, ktery maji vysoké koncentrace kryoprotektantti
na spermie, nelze vitrifikaci pouzit pfimo na samci gametu, pokud jsou tato kryoprotektiva
ptitomna. Pro lidské, psi, lososi a krali¢i sperma byla tedy vyvinuta nova technika vitrifikace
pomoci velmi malych vzorki (kuli¢ek), aby bylo mozné obejit se bez pfidani toxickych
kryoprotektiv. Timto se inspirovali Arraztoa et al. (2017) a nasledné zkusili tuto techniku pouzit
na kanci spermie.

Arraztoa et al. (2017) postupovali nasledovné. Malé mnozstvi 20-30 pl naredénych
vzorkt spermatu byly nakapany pfimo do kapalného dusiku, pfi¢emz byla dodrzena minimalni
vzdalenost 10 cm mezi pipetou a povrchem kapaliny. Mikrokapky vytvorily pii kontaktu s
kapalnym dusikem koule a po 4 s spontanné klesly. Pevné kulicky zastaly ponofeny v kapalném
dusiku b&€hem individualniho pfenosu do kryozkumavek pomoci pitevnich klesti. VSechny
kryozkumavky a pitevni klesté pouzivané k manipulaci s kulickami byly pfedem ochlazeny
kapalnym dusikem a udrzovany ponotené po celou dobu procesu (takze se zabranilo vystaveni
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kuli¢ek vzduchu). Pevné kulicky byly udrzovany v kryozkumavkach pii -196 °C po dobu
minimalné 24 hodin.

Nasledné byly vzorky hodnoceny. Pokud jde o zivotaschopnost spermii, bylo pozorovano
jen malé procento zivych spermii (rozmezi 0-2 %) jak v syrovych, tak ve zfedénych vzorcich
vitrifikovanych v nepfitomnosti kryoprotektiva nebo v piitomnosti DMF. Vysledky této studie
byly zalozené na kvalité DNA a naznacuji, Zze by bylo vhodngjsi vitrifikovat vzorky surového
semene kancti metodou kulicek v nepfitomnosti kryoprotektantd, protoze je zachovana
kondenzace a integrita chromatinu spermatu, navic jsou ziskany i nékteré zivé spermie. Ackoli
pouziti glycerolu jako kryoprotektiva neovlivnilo kondenzaci nebo integritu DNA, nebyly
ziskany zadné zivé buiky, kdyz byl tento kryoprotektant pfitomen. Tato metoda, provadéna bez
kryoprotektivnich latek, se tedy vyhyba negativnim ucinkiim téchto latek (Arraztoa et al. 2017).

Jelikoz si rozmrazené spermie po vitrifikaci zachovaly pouze svou chromatinovou
kondenzaci a integritu, tyto buriky by byly vyhradné vhodné pro pouziti v reprodukcnich
biotechnologiich, jako je intracytoplazmatickd injekce spermii (zavedeni spermie do
cytoplazmy zralého vajicka). Vzhledem k velkému poskozeni spermii pii pouziti této techniky
je tato alternativni metoda kryokonzervace pouze pfedmétem zkoumani (Arraztoa et al. 2017).
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4 Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo zpravovat literarni prfehled o metodach fedéni spermatu
a konzervaci inseminacnich davek u prasat, se kterymi se muzeme nejCastéji setkat na
inseminacnich stanicich.

Byly zde diskutovany vnéjsi a vnitini faktory, jez mohou ovlivnit kvalitu kanc¢iho spermatu
z nichz nejzajimavéjsi informace 1ze shrnout nasledovné. Nejlepsi uzitkovost maji kanci ve
véku 2-3 let. Ze zminénych praci vyplyva, ze kanci s vétsimi varlaty produkuji ejakulaty s
vys§im pocCtem spermii ve srovnani s kanci s mensimi varlaty. Selekci kanct s velkymi varlaty
v puberté, povede ke zvySené koncentraci spermii v ejakulatu. Lze tedy shrnout, Ze vybér kanct
podle velikosti varlat maze byt snadno pouzitelny zptsob k vybéru plodnéjsich kancti s vys$sim
reprodukénim vykonem. Ukazalo se, Ze skupinové ustajeni rostoucich kancti je prosp€sné pro
naslednou reprodukéni vykonnost. Béhem 1éta dochézi k nizsi kvalité spermii v ejakulatu a toto
snizeni kvality spermii je spojeno s efektem zvySené fotoperiody a tepelnym stresem. Optimalni
pauza mezi dvéma skoky je pro kance v intervalu 3-5 dni.

Bylo by dobré se do budoucna zaméfit na postup fedéni kanciho spermatu, konkrétné na
dvoustupniovy hypotermicky postup, protoze tento postup by mohl snizit ¢as a naklady pfi
vyrobé inseminacnich davek. Také by bylo dobré se do budoucna zaméfit na metody redéni
spermatu, protoze z praktického a hygienického hlediska ma pfidani spermatu do tfedidla
nekolik vyhod. Napftiklad snizeni tvorby pény, které usnadiiuje utésnéni spermatu béhem baleni
a zabranuje kontaktu mezi plnici tryskou a spermatem. Dal§i vyhodou je vét§i homogenita
fedéného spermatu. Extrakt z kofene Isatis, bovinni sérovy albumin a hydroxytyrosol maji
dobré antioxidacni vlastnosti a tim ochrafiuji spermie béhem konzervace. Bylo by dobré se vice
zaméfit na tyto latky, protoze zlepsuji kvalitu spermii béhem skladovani a bylo by tedy vhodné,
aby byly v budoucnu soucasti fedidel spermatu. Dale by bylo dobré zvazit ptidavek chloridu
zine¢natého do fedidel, protoze zine¢naté ionty maji pfiznivé vlastnosti na konzervaci spermii,
tudiz by mohly zvysit procento spermii schopnych oplodnéni v inseminacni davce, a nakonec
zvySit miru bfezosti a velikost vrhu po Al Dopliiovani spermatu zineCnatymi ionty by také
mohlo umoznit snizeni poc€tu spermii na inseminacni davku, ¢imz by se zvysSila ziskovost
chovnych kancti.

Kryoprezervace kanciho spermatu ma stale velkou pozornost védcu, protoze po zmrazeni
a rozmrazeni spermii dochazi stale k velkému poSkozeni takto uchovavanych spermii.
Z uvedenych praci vyplyva, ze kvalita kanciho spermatu po kryokonzervaci mize byt zlepsSena
vybérem spermatu s dobrou zmrazitelnosti, pfidanim antioxidant do ziedéného spermatu a
pouzitim vhodné techniky pro umeélou inseminaci prasnic. Do budoucna by bylo vhodné zaradit
do protokolu kryokonzervace krok zdrzeni spermii pred zmrazovanim, protoze je po
rozmrazeni dosahovano lepsi kvality spermii, vy§si miry jejich preziti a nasledné to vede k vyssi
plodnosti.

Tato prace piinasi nové poznatky pro vyrobu inseminacnich davek kanci a muze téz
poslouzit jako pfirucka na inseminac¢nich stanicich prasat.
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6 Seznam pouzitych zkratek a symboli

Al — uméla inseminace

ATP — adenosintrifosfat (energie pro butiku)

BSA — bovinni sérovy albumin

BTS — Beltsville — fedidlo pro kratkodobou konzervaci
CASA (computer assisted sperm analysis) — analyza spermii pomoci pocitace
DMA - dimethylacetamid

DMF - dimethylformamid

In vitro — v umélych podminkach (mimo t¢lo)

In vivo — v zivém organismu

IRPS — sloucenina extrahovana z korene Isatis

KD — krmna davka

ROS - reaktivni formy kysliku
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