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ABSTRAKT

Vanek, D.: Vliv antioxidantii (selen, vitamin C a E) na biochemické ukazatele ejakulatu

kancii, Diplomova prace, MENDELU, Brno, 2015, 83 s.

Cilem diplomové prace bylo vypracovat reserSi odborné literatury zabyvajici
se vyznamem selenu, vitaminu C avitaminu E pro organismus a jejich vlivu
na antioxidaéni mechanismy v organismu. Nasledné¢ byl selen, vitamin C aE
experimentalné aplikovan do vyzivy Sus scrofa f. domestica apoté byl sledovan
a zhodnocen vliv na biochemické ukazatele ejakulatu (antioxidacni kapacita,
koncentrace selenu, aktivita enzymi). Do pokusu bylo zatazeno 10 kancti plemene
Duroc. Vsem zvifatim bylo zkrmovano 3,3 kg zakladni krmné smési, ktera obsahovala
0,02 mg selenu, 9,9 mg vitaminu E a 16 mg vitaminu C na kilogram krmné smési.
Experimentalni skupiné kanci bylo do krmné davky piidavano 0,5 mg selenu
(selenomethionin); 70 mg vitaminu E (alfa-tokoferol) a 350 mg vitaminu C (kyselina
askorbova) na kilogram krmiva.

Doplnéni organického selenu, vitaminu C a E mélo na sledované biochemické ukazatele
vliv. ZvySila se antioxidacni  kapacita  organismu, hladina = GSH-PX
a superoxiddismutdzy. Hladina metalothioneninu a hladina selenu zistaly relativné
nezménény. Vysledky pouzitych metod ukazaly, Ze suplementace antioxidantt do

krmiva kanct ovlivni antioxida¢ni mechanismy organismu zvitat.

Klicova slova: selen, vitamin C, vitamin E, antioxidanty, kanci



ABSTRACT

Vangk, D.: The influence of antioxidants (selenium, vitamin E and C) on biochemical
parameters of boar semen. Diploma Thesis, MENDELU, Brno, 2015, 83 pp.

The aim of this thesis was to create a research of scientific literature and then
experimentally determine the influence of selenium, vitamin C and E on biochemical
indicators of boars ejaculate (antioxidant capacity, selenium concentrations, enzyme
activity). Ten boars of the Duroc breed were used and they were divided into 2 groups.
All animals were feeding 3.3 kg basic feed mixture that contained 0.02 mg of selenium,
9.9 mg of vitamin E and 16 mg of vitamin C per kilogram of compound feed. The
experimental group of boars was added of 0.5 mg selenium (selenomethionine); 70 mg
of vitamin E (alpha-tocopherol) and 350 mg of vitamin C (ascorbic acid) per kilogram
of diet.

Biochemical parameters were positively influenced by an addition of organic
selenium, vitamin C and E. Antioxidant capacity of the organism, the level of GSH-Px
and superoxide dismutase increased. Level of metalothionenin and selenium were
relatively unchanged. The results of the methods used in our experiment showed, that

supplementation of feed affects antioxidant mechanisms of the animals.

Key words: selenium, vitamin C, vitamin E, antioxidants, boars
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UvVOD

Prace se zabyva vlivem selenu, vitaminu C a vitaminu E na biochemické
ukazatele ejakuldtu kancti. Vepfové maso patii ve svété na predni pficky konzumu
a prasata patii mezi hospodarska zvirata, u kterych dochazi k nejefektivnéjsi produkci.
Pozadavky na vysokou uzitkovost prasat vyvolavaji potfebu optimalizace nejen
mnozstvi, ale 1 vzajemnych pomérii esencidlnich zivin krmné davky. Mineralni latky
jsou nezbytné pro spravné funkce vSech fyziologickych pochodi. Konkrétné selen
muzeme oznacit jako latku, kterd ma mimotadny vyznam v fad¢ katalytickych,
enzymatickych a regulacnich procest ve v§ech buiikach, tkénich i tekutinach zivocicht.
V nékolika desitkach praci byl zkouman vliv selenu na kvalitu spermii a vyznam pti
reprodukénich procesech. Navic je selen nedilnou soucasti glutathionperoxidazy, ktera
jako antioxida¢ni enzym vychytava v organismu Skodlivé volné radikdly, ¢imz se
snizuje oxidac¢ni stres organismu. Volné radikaly sice plni v organismu fadu dilezitych
fyziologickych funkci. Avsak tvoii — li se vnadmémém mnozstvi nebo nejsou
dostateCné¢ rychle likvidovany, stavaji se pro svou reaktivitu nebezpecné, naruSuji
bunééné membrany a mohou byt pfi¢inou rozvoje patologickych projevi. Mezi
antioxidanty mizeme zaradit také nékteré vitaminy. V praci jsou zminény predevsim
vitamin C a vitamin E, které plisobi na snizeni oxida¢niho posSkozeni bunck. Byl
prokazan jejich pozitivni a¢inek v prevenci poruch plodnosti u obojiho pohlavi. Kanci
sperma je velmi citlivé na teplotni Sok a na peroxida¢ni poSkozeni diky vysokému
obsahu nenasycenych mastnych kyselin (PUFA) v plazmatické membrané a relativné
nizké antioxida¢ni kapacité semenné plazmy.

Cilem prace tedy je posouzeni, zda suplementace krmné smési kanci pomoci
selenu, vitaminu C a E miZe mit vliv na biochemické ukazatele ejakulatu kancii
(antioxidacni kapacitu, koncentraci selenu, aktivitu enzym).

Diky tomu by nasledné bylo mozné uplatnit ziskané poznatky v praxi, kdy by
mohly pfispét k dosazeni optimdlnich krmnych smési, které by byly pro zvitata

prospésné a umoznily by zajistit kvalitni a konkurenceschopné chovy.



1 HISTORIE CHOVU PRASAT

Vyznamnym zivo¢isnym produktem pro lidsky konzum je maso zvitat. Jeho
spotfeba kvantitativni i druhova se celosvétové velmi lisi. Moznost chovu zvirat
vznikala v obdobi, kdy se ¢lovek jiz stal z lovce zeméd€lcem a alespon ¢ast roku se
zdrzoval na jednom misté. V prvni fazi Slo o zajeti zvifat, kdy se cloveék zacal
seznamovat s vlastnostmi zvitat a jejich naroky. Poté mohlo zacit jejich ochocovani, tj,
aktivni ovliviiovani jejich chovani a vyuziti jejich vlastnosti ve sviij prospéch.
Nasledovalo obdobi vlastni domestikace, kdy clovék zacal ovlivitovat reprodukci zvirat.
U celé fady druhi bylo v pribéhu vlastni domestikace dosazeno vynikajici uzitkovosti.
Proces domestikace pokracuje neustale, naptiklad u druht, jejichz domestikace neni
prozatim tak vysoka (pt. husa berneska, bazant, antilopy, delfini) -(ZIZLAVSKY a kol.,
2002).

Az donedavna se ptedpokladalo, Ze prase domaci pochdzi ze dvou divokych
forem. Dnes prevlada nazor, ze jako ptfedek ptichazi v avahu jen jeden druh, a to prase
divoké (Sus scrofa). Az do 18. stoleti se Zivot evropského domaciho prasete podstatné
neodliSoval od divokého prasete, forma ustajeni prasata ptili§ nechranila proti neptizni
klimatickych podminek. Byla to dlouhonohd, s§tihld zvitata s dlouhou, piimou linii
hlavy, s vyraznym hiebenem S§tétin na hibetu. Jesté okolo roku 1800 byl v Némecku veék
prasat pii pordzce 1,5 roku a jejich porazkova hmotnost okolo 50 kg. Koncem 18. stoleti
se zacalo se Slechténim prasat, a to nejdiive v Anglii. Zde byly splnény tii pfedpoklady:
1. Zacinajici industrializace zvySovala zivotni Uroven obyvatel a tim se zvySovala
I poptavka po mase a tuku. 2. Rostouci znalosti vedly k lep§imu obdélavani pudy a tim
i k vy$§im vynosum. Prasata bylo mozné 1épe krmit. 3. Rozsahly zamoisky obchod
umoznil Anglicaniim dovézt prasata z vychodni Asie do Anglie a kfizit je s anglickymi
prasaty. Ke konci padesatych let 20. stoleti se v kratké dobé¢ zménily pozadavky
spottebitelii. Ti zacali pozadovat jemné, §tavnaté maso s malym mnoZstvim tuku.
Spotiebitel byl ochoten zaplatit vice za kvalitni masité casti - Sunku, plec, kotletu
a panenskou peceni. Proto se zacala prasata Slechtit tak, aby se podil hlavnich masitych
¢asti v jatecném trupu co nejvice zvysil. Ve svété se chova témét 800 miliond prasat.

(SAMBRAUS, 2014).



1.1 Produkce vepirového masa

Veprové maso je ve sveéte¢ na predni pticce konzumu. Tvoii 37% veskerého
spotfebovaného masa (110 mil. t%), pfed hovézim (67 mil. t*) a kufecim masem
(104 mil. t1). V roce 2011 vlastnila Cina zhruba polovinu sv&tové produkce veprového
masa (50 mil. t%) a USA byly druhym nejvétsim producentem a to pouze s jednou
pétinou (10 mil. t*) produkce Ciny. Na tfetim mist& bylo Némecko s 5 mil. t™*. Vice neZ
80% svétové vepfového masa se produkuje Vv Asii, EU a Severni Americe
(MC GLONE, 2013). Ve sttedni Evropé je potadi spotieby veptové-drubezi-ostatni,
napf. v Severni Americe je potadi spotieby hovézi-dribezi-veptové-ostatni. Na Blizkém
vychod¢é pak ovci-hovézi-driibezi-ostatni. Nejveétsi spotfebu masa vykazuje oblast
Severni Ameriky. Nejefektivnéji dochazi k produkci u monogastrickych zvitat (dribez,
prasata), mensi efektivnost je dosahovdna wu zvifat se slozitym zaludkem
(ZIZLAVSKY akol., 2002).

Mezi hospodaiskymi zvifaty neexistuje jiné zvife priblizné stejné velikosti, které
by se svou plodnosti blizilo praseti. Prasnice jsou pohlavné dospélé ve véku 5-7 mésict
a mohou 2krat roéné porodit 8-14 selat. Také v CR je chov prasat dillezitym odvétvim
chovu hospodarskych zvirat, piestoze zejména v poslednich letech jsme svédky poklesu
stavll prasat a tim 1 vyroby vepfového masa. Je to zplisobeno vlivem nepiiznivych
vnéjsich 1 vnitfnich ekonomickych podminek pro nase zemédélstvi. Klesa rovnéz
I spoteba vepiového masa, piesto je hodnotou 41,1 kg na obyvatele na Grovni praméru
spotteby EU a na celkové spotfebé masa na obyvatele (80,5 kg) se podili 51 %. Plemena
prasat chovani v soucasnosti v CR odpovidaji pozadavkim trhu na libové maso.
Plemena Ceské bilé uslechtilé, ceské vyrazné masné, ceska landrase a bilé otcovské jsou
masného wuzitkového typu, ptestické cernostrakaté jako genova rezerva je typu
sadelnomasného. Chovaji se také specializovand masnéa plemena svétového sortimentu
pro ucely hybridizace, a to duroc, hampshire a pietrain (SAMBRAUS, 2014). V ¢lanku
HAJKOA (2013) byly sledovany piislusné trhy pro réizné druhy masa v Ceské republice
v obdobi 2006-2010. Vysledkem bylo zjiSténi, Ze vyznamna c¢ast domaci dodavky
vepfového masa byla nahrazena dovozy vepiového masa. Vedouci postaveni dovozce
do CR ziskalo Dansko, které je jednim z piednich svétovych vyvozcli vepfového masa
vV Evropé, nasledované Némeckem. Ve druhém ctvrtleti roku 2008 bylo pozorovano

nahlé zvyseni cen veprového masa a tato situace byla zpiisobena ristem ceny kukufice,
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coz se promitlo do ceny krmiva pro prasata. Tento pokracujici nartist nakladu byl
nerentabilni pro mnohé zeméd¢lce. Ke zlepSeni odbytu jate¢nych prasat na domécim
I zahrani¢nim trhu by mohlo pfispét vyss$i organizovanost vyrobct v odbytovych
spole¢nostech a zlepSeni vztaht s nakupnimi organizacemi (PULKRABEK a kol.,
2005).

2 ZIVINY

Zakladem vyzivy prasat jsou biologicky vyznamné latky nazyvané Ziviny,
zejména jejich stravitelné a vyuZzitelné Casti, které ZivociSny organizmus potiebuje
k pokryti vSech Zivotnich procesu, spojenych se zachovou pro traveni, vstfebavani,
vyméSovani, metabolizmus, dychani, termoregulaci, pohybovou aktivitu a produkci,
tedy ptirtistky masa, tuku, potomstva, mléka, semene a dalsi (STUPKA, 2009). Hlavni
krmiva (obiloviny a soja) a Ziviny (proteiny, tuky, oleje) pouzivané pro krmeni prasat
musi dohromady tvofit kompletni krmnou davku tak, aby vyhovovala pozadavkiim na
ptivod zivin (PULKRABEK a kol., 2005). Charakteristickym znakem prasete je
jednoduchy zaludek a méné prostorny travici trakt. Ten je v poméru k délce téla, oproti
piezvykavetim, témét o polovinu krat$i, coz mé za nasledek omezenou mozZnost
zpracovavat a zuzitkovavat objemna krmiva. VySe uvedené skutecnosti napomaha
rovnéz hltavy zplsob pfijimani potravy prasat a stavba jejich chrupu, kterym nelze
dukladn¢ zpracovat krmivo v uastni dutiné. Oproti jinym hospodaiskym zvifatim je
vyziva a krmeni prasat zaloZeno na bazi vysoce stravitelnych krmiv s nizkym obsahem
vlakniny (do 4% krmné davky).

Z funkcniho hlediska se Ziviny déli na

* stavebni - ze kterych si organizmy vytvareji novou télni hmotu, ptipadné nahradu za
spottebované ¢i opotifebované buiiky a tkdné; mezi né predevsim nalezi dusikaté latky,
makroprvky a voda,

* energetické - pfi jejichz odbourdvani se uvoliluje energie vyuzivand k metabolickym
procestim, pohybu a tvorbé t&lniho tuku. Radi se k nim sacharidy, nadbyte¢né dusikaté
latky a ndhodné zdroje energie, jako jsou napiiklad alkoholy,

* neenergetické - voda a mineralni latky,

 specifické - které katalyzuji, reguluji, chrani a stimuluji latkovy a energeticky
metabolizmus v bufikdch; mezi né patfi napiiklad vitaminy, enzymy, hormony,

mikroprvky.
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Z hlediska vyznamu se Ziviny déli na

» esencialni - k zivotu nezbytné, nepostradatelné v krmivu, které zvife neumi
syntetizovat,
* neesencialni - v krmivu postradatelné (STUPKA, 2009).

2.1 Mineralni latky a jejich vyznam

Mineralni prvky existuji v bunikdch a tkanich Zzivo¢ich v nejriiznéjSich
chemickych a funkénich formach a kombinacich i1 v charakteristickych koncentracich
typickych pro urcity prvek a tkan. Jednotlivé mineralni prvky neplisobi v organismu
samostatné, ale vzdy ve vzajemnych souvislostech. Pro fyziologickou funkci
a strukturdlni integritu tkani musi byt zachovéna optimalni koncentrace a pomér
mineralnich latek (JELINEK a kol., 2003). Mineralni latky jsou v Zivo¢isném
organismu zastoupeny v mnozstvi 3-5% t€lni hmoty. Jsou to latky, které maji vyznamny
vliv na pribéh metabolickych procesti, na uzitkovost, dlouhovékost a zdravi zvifat
a v neposledni fad¢ i na jejich reprodukci (ZEMAN, 2006). Pozadavky na vysokou
uzitkovost prasat vyvolavaji potfebu optimalizace nejen mnozstvi, ale i vzajemnych
pomérti esencialnich zivin krmné davky, tedy sacharidl, tuk®, bilkovin, vcetné
vitamind, vody a mineralnich latek, které jsou dilezitou slozkou z pohledu spravného
rustu, vyvoje kostry a celkového metabolizmu. Jedna se tedy o udrzeni acidobazické
rovnovahy, stalosti vnitfniho prostiedi, kontrakce svali, citlivosti nervové soustavy,
tvorby hormont, enzymi a vitamind. Nedostatek mineralnich latek organizmus
eliminuje omezenym vydejem a uhradou z rezerv téla, tedy endogenné. Imbalance
mineralnich latek vyvolava poruchy metabolizmu projevujici se navenek poklesem
uzitkovosti, zdravotnimi poruchami s moznym uhynem. U vSech kategorii prasat je
pottfeba mineralnich latek v kompletnich krmnych smésich kryta cca z 70% zakladnimi
komponenty krmné davky (pSenice, jeCmen, s6ja) a cca z 30 % ve formé¢ premixl

krmnych piisad (STUPKA, 2009).
2.1.1 Zdroje mineralnich latek

Mineralni prvky obsaZzené v téle Zivoc€ichi v relativné velkém mnozstvi jako je
vapnik, fosfor, hoi¢ik, sodik, draslik, sira a chlor jsou oznacovéany jako hlavni prvky

nebo makroprvky ¢i makroelementy. Minerdlni latky, jejichz koncentrace je v téle
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zivoCichil nizkd, jsou oznacované jako mikroprvky - mikroelementy nebo stopové prvky
(zelezo, mangan, méd', zinek, molybden, kobalt, selen, jod, fluor, nikl, chrom, cin,
kemik, vanad (JELINEK a kol., 2003).

Vyuzitelnost mineralnich latek u prasat zavisi z pohledu

* krmiva na fyzikalni struktute, chemickych vazbach, zastoupeni prvkl, pomérech mezi
Zivinami,

* zvitete na veéku, fazi reprodukéniho cyklu, velikosti potieby.

Obecné plati, Ze vyuZiti jednotlivych prvki

* klesa s jejich zvySenou dotaci do krmné davky a s v€kem,
* stoupd s potradim laktace

* kolisa v prub&hu reprodukéniho cyklu (STUPKA, 2009).

2.1.2 Organické zdroje mineralnich latek

Cwwvr

nakladii na krmné ptisady pii splnéni nutrinich potieb zvitete pro jeho veék, genetické
dispozice, velikost a fyziologické stadium. Tradi¢né byvaji ptidavany anorganické soli
mineralnich latek, jako jsou oxidy, sulfaty a uhli¢itany ke krmivu, aby se ziskala
dostate¢na troven vyzivy, zabranilo se deficitim nebo aby bylo pfispéno ke zlepSeni
vykonu (GOWANLOCK, 2013). V posledni dobé se klade pii vyrobé mineralnich
slouc¢enin diraz na vysokou vyuzitelnost a zdroven na nizké vyluCovani nevyuzitelnych
&astic do okolniho prostiedi. Celni misto mezi témito vyrobky zaujimaji chalaty neboli
proteinaty. To jsou slouéeniny nékterych kovu s protoporfyny. Jde se o dvojmocné
zelezo, trojmocné Zelezo, zinek, hotéik, nikl, kobalt, chrom a méd. Tyto zdroje
minerdlnich prvkii maji velmi vysokou biovyuzitelnost, coz znamend kvantitativni
métitko vyuziti zivin v definovanych podminkdch k podpofe normalnich struktur
a fyziologickych procesit organismu (ZEMAN, 2004). Rostliny a mikroorganismy
pfijimaji mineralni latky, které pochazeji ptevazné z anorganické formy. Nasledné jsou
tyto prvky prevadény na organické slouceniny. U zvifat jsou to pfedevSim sacharidy,
aminokyseliny a kyselina mlééna. Mezi nejvyznamnéjsi vlastnosti prvki a zejména
kovi, patfi katalytickd aktivita, kterd se znasobuje vytvarenim aktivnich komplexi —
bioplexti s organickymi slou¢eninami (SIMEK, 2001). Ve studii CREECHTY (2004) je
zminéno, Ze se selenem neni mozna zadna chelatova forma. Selen je v organické vazbé

k dispozici pouze z kvasnic. Chelatové slouc¢eniny mohou byt vytvoreny hlavné
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z mineralnich prvki, jako je Zelezo, mangan, zinek, méd’ a kobalt. Jsou to dipeptidy,
které po ptfidani kovovych iontlh méni svou elektronovou konfiguraci a tim napomahaji
hydrolyze a uvoliiovani kovovych ionttt v organismu (ZEMAN, 2004). V posledni dob¢
se zvysila snaha rozsitit ve vyzivé zvifat pouzivani organickych zdroji mikroprvk,
konkrétné jiz zminénych chelatd. Vzhledem k tomu, Ze je to vSak velmi nové
a neprozkoumané odvétvi, problém zatim neni uspokojivé vyfesen, a proto se odbératel
musi nadale spoléhat piedevsim na informace vyrobce, nebo distributora a na jeho
odbornou povést. Zpétnou kontrolou pro néj mohou byt pouze reference konecného
uzivatele. Tato studie dale fika, ze zdaleka ne vSechny slouceniny vyskytujici se na trhu
odpovidaji svym charakterem chelatim (FRYDRYCH, 2007). Mineralni latky jako je
mangan, zinek, méd’, selen a chrom v organické formé (vazba na organickou matrici —
aminokyseliny, peptidy, kvasinky) maji vyznamny vliv na produkci, reprodukci, zdravi
a ekonomiku chovu vsech druhti a kategorii zvitat (GREGER a BAIER 2000; cit. NRC
2005). Pii praktické aplikaci organické formy stopovych prvki miazeme predpokladat
piredevsim lepSi vyuzitelnost mikroelementt. Efektni je niz§i davkovani v porovnani
S adekvatnim davkovanim téchto prvkll v anorganické formé. Tento postup byva
nejCastéji aplikovan u zvitat s vysokou produkci, u mlad’at, nemocnych zvifat a zvirat
s vysokou sportovni zatézi. Snizovani obsahu stopovych prvka ve vykalech ptispiva ke
zlepSovani zivotniho prostiedi a k eliminaci rezidualni zatéZe potravinového fetézce

(ZEMAN, 2006).

2.1.3 Anorganické zdroje mineralnich latek

Vyuziti anorganickych zdroji minerdlnich latek je problematické, protoze
Vv kyselém prostiedi zaludku dochazi ke zméndm jejich chemické struktury ionizaci na
anionty a kationty a ve stfevech je vyuzitelna jen mala ¢ast. Ve stfevech se pievazna
vétSina zpétné interaguje s anionty a vznikaji nerozpustné slouceniny (fytaty, fosfaty,
oxalaty atd.), které jsou vylouceny ve vykalech. Organismem je kompletné vyuzito
pouze 3 - 15 % stopovych prvkil pfijatych v anorganické formé. Anorganické mineralni
soli jsou tedy zavislé na zmén€ pH a také na pfitomnosti transportnich proteint, které
ptepravuji prvky proti koncentraénimu spadu (ASHMEAD a kol., 1985; cit. WAGNER
a kol., 2011). Anorganické zdroje stopovych prvki, zejména oxidové, chloridové,
siranové a uhli¢itanové formy minerdlnich iontl, byvaji primarnimi zdroji dietnich
minerdlnich doplikii. (BAKER a AMMERMAN 1995, cit. WAGNER a kol., 2011).

Dlouhodobé uzivani anorganickych minerdlnich latek v chovech driibeze a prasat mélo
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za nasledek zvysenou akumulaci zinku a médi v pidnim i vodnim prostfedi. V téchto
oblastech byl zaznamenan vyrazny pokles produkce zemédélskych komodit. Je bézné,
Ze jsou v praxi pouzivany vyssi davky mineralnich latek, nez uvadi norma NRC 1998
(TUCKER, 1997; cit. CREECH, 2004). Podle KIMA a MAHANA (2003) jsou nekteré
stopové prvky v anorganické podobé toxické. Jako piiklad uvadi seleniCitan sodny,
ktery pusobil ve vyssich davkach, narozdil od jeho organické formy, cytotoxicky. Selen
(Se), ktery je jednim z prvki, na které je zaméfena tato prace, je stopovy prvek, ktery
ziskal znacnou pozornost ve vyzivé zvirat. Obecné plati, ze organicky a anorganicky
selen maji rozdilnou absorpci a metabolické drahy u zvifat (BURK, 1976; SUNDE,
1984, cit. SUN, 2013). Bylo zjisténo, ze koncentrace pro toxicitu, biologicka dostupnost
a reaktivita selenu zavisi na jeho chemickych formach a koncentracich (BESSER,
CANFIELD, a LA POINT, 1993; cit. SUN, 2013). Obecné jsou anorganické formy
selenu toxictéjsi nez organické formy (GANGHER, LEVANDER, a BAUMANN,
1966, cit. SUN, 2013). Organické formy selenu jsou vice biologicky dostupné pro
¢loveka, nez anorganické druhy selenu (RAYMAN, INFANTE, a SARGENT, 2008, cit.
SUN, 2013). Proto je mnohem dualezit¢jsi wurcit koncentraci organickych

a anorganickych forem selenu nez stanoveni celkové koncentrace selenu.

2.2 Selen

Mezi mikroprvky, které maji mimoiddny vyznam v fad¢é Kkatalytickych,
enzymatickych a regulacnich procest patii praveé selen, ktery je obsazen ve vSech
bunkach, tkanich i tekutinach zivocichi. Je nezbytny pro mnoho biochemickych funkci
v organismu na celularni i subcelularni Grovni a nemtze byt nahrazen jinymi prvky
(JELINEK a kol., 2003). Tento stopovy prvek je obvykle piitomen ve velmi nizkych
koncentracich v krmivu hospodaiskych zvifat. Ma vSak zasadni roli i v mnoha
fyziologickych procesech (HILL, SPEARS, 2001). Kromé toho, Ze je soucasti nejméné
25 selenoproteini (KRYUKOV a kol.,, 2003), je selen navic nedilnou soucasti
glutathion peroxidazy (GSH-Px) - (FLOHE' a kol., 1973; ROTRUCK a kol., 1973; cit.
LOPEZ a kol., 2009). Selen se prostiednictvim glutathionperoxidazy podili na ochrané
cytoplazmy bunék, chrani bunécné struktury pfed peroxinitraty, omezuje toxické u€inky
nékterych tézkych kovil (arsen, rtut, olovo), ovliviluje metabolismus prostaglandinii
a esencialnich mastnych Kyselin. Je vyznamny pro imunitni systém organismu

a bunécnou imunitu. Vyznamné plsobi na plodnost samic isamcl. Ovliviiuje
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morfologickou strukturu a metabolismus spermii i tvorbu testosteronu. Je nezbytny pro
optimalni intrauterinni vyvoj mlad'at. V organismu zivo¢ichli se nachazi selen v mnoha
slou¢eninach - selenoproteinech, které maji enzymatickou aktivitu (JELINEK a kol.,
2003). U prasnic se nedostatky selenu tykaji malé velikosti vrhu, slabsiho potomstva,
delsiho trvani porodu a nizké frekvence spousténi mléka (VAN VLEET a kol., 1973;
MAHAN a kol., 1974; cit. LOPEZ a kol., 2009).

Pokud jde o samc¢i reprodukci, selen byl nalezeny ve vysokych koncentracich ve
varlatech a nadvarlatech kancti, a proto je pravdépodobné, Ze je dilezity pro vyrobu
a zrani spermii. Nizké hladiny selenu v krmné davce prasat snizuji populaci Sertoliho
bunék, coz vede k niz§im poctu dozravajicich spermatid a menSim testikuldrnim
rezervam spermatu. Kdyz je Se adekvatné doplnén v potrave, pocet Sertoliho bunék
a zralych spermii se zvysil. Dieta nedostate¢na na selen a vitamin E podavana po delsi
dobu, mtize mit vliv na reproduk¢éni vykonnost kanct. Testikularni tkan ma vysokou
nachylnost pro uchovavani a vyuzivani selenu ve srovnani s jatry. Svédéi o tom
pomérné vysoky obsah selenu a GSH-Px aktivity varlete, i kdyz dieta nebyla obohacena
0 tyto ziviny po delsi dobu. Kdyz byla zvifata krmena nizkou hladinou selenu
avitaminu E, Kklesala pohyblivost spermatu a procento abnormalnich spermii bylo
zvySené. Kanci krmeni nizko selenovou dietou produkovali vys$§i procento
abnormalnich spermii, pfedev§im s narusenou ocasni morfologii, méli spermie s nizsi
schopnosti dosazeni a proniknuti do zona pellucida, coz by mohlo mit vliv na
oplodnovaci schopnost. (MARIN-GUZMAN a kol., 1997, 2000; LASOTA a kol.,
2004). Dalsi studie vsak uvadéji, ze krmna smés pro kance doplnéna selenem ve formé
Na,SeO3 (0,10 a 0,25 mg Se/kg diety) ma za nasledek snizeni libida a velikosti varlat ve
srovnani S dietou chudou na selen (0,005 mg/kg diety) - (HENSON a kol. 1983).
KIM a MAHAN (2001) naznacuji, Zze organicky Se dodavany béhem delsi doby ma také
pozitivni u¢inky na biezi a kojici prasnice, nez anorganicky selen. Byly také provedeny
pokusy ucinku piidani Se na ultrastruktury spermii, koncentraci ATP ve spermiich a
ucinky na pohyblivost spermii po pfidani seleni¢itanu sodného do extenderu. Pfi
podavani nizkych davek selenu nebyl akrozom nebo jadra spermii porusena, ale
mitochondrie v ocasni stiedni ¢asti byly vice ovalné s Sir§imi mezerami mezi
organelami. Plazmaticka membrana v této Casti spermie nebyla tak pevné vazana, jako
kdyz byla prasata krmena vyssi davkou selenu. Bylo také pfitomno vice nezralych
spermii. Celkove tyto vysledky naznacuji, ze nizké davky selenu pfidané do diety prasat

maji za nasledek abnormalni spermatozoalni mitochondrie, nizsi koncentrace ATP ve
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spermatu, snizeni pohyblivosti, zmény v ocasni Casti a snizeni poctu spermii
s cytoplasmatickymi kapkami (MARIN-GUZMAN, 2000). Skute¢na fertilizani
schopnost spermii se jevila byt zvySena pridanim organického selenu (SPEIGHT,
2012).

SHI (2010) zamétil svij vyzkum na ucinky nanoselenu v krmivu na testikularni
ultrastruktury, kvalitu spermatu a GSH-Px aktivitu u kozli. Vysledky ukazaly, ze
testikularni aroven Se, spermaticka glutathion peroxidaza a aktivita ATP ve skupiné
suplementované nanoselenem se vyrazné zvysily. Kvalita spermatu (objem, hustota,
pohyblivost a pH) nebyla ovlivnéna. Transmisni elektronova mikroskopie varlat
ukazala, ze u Se-deficitnich kozli byla poskozena membrana spermii a vyskytly se
abnormality v mitochondriich spermii. Tvrdi tedy, ze nedostatek selenu ma za nasledek
abnormalni spermatozoalni mitochondrie a suplementace nano-Selenem zvysila obsah
selenu ve varlatech, GSH-Px aktivitu a chranila mitochondrialni strukturu spermii.
MARTINS a kol. (2015) ve své nové studii hodnotili u¢inky krmeni organickym
selenem na morfologii spermii, pohyblivost, membranovou integritu a lipidovou
peroxidaci, a také na spermatickou ATP a fosfolipidovy hydroperoxid a GSH-Px
Vv Cerstvém spermatu dospé€lych kanct. Organicky selen zptisobil celkoveé vyssi pocet
spermii, Ve srovnani s anorganickou dietou; avsak nebyl pozorovan zadny rozdil, pokud
jde o objem, koncentraci spermii, pocet bun¢k s akrozomalni integritou membrany,
membranovy mitochondrialni potencial a koncentraci selenu v semenné plazmé.
Piidavek organického selenu tak neovlivnil Zadnou z analyzovanych charakteristik
spermatu, krom¢ GSH-Px a celkového poctu spermii.

Potieba selenu u zvifat je nizka a &ni 0,1 az 0,3 mgkg™ susiny krmné davky. Je
ovlivnéna v€kem zvifat, intenzitou rustu, produkci a graviditou. Potieba selenu je
ovlivnéna 1 pfijmem vitaminu E. Projevy nedostatku selenu jsou u zvifat velmi
rozmanité. Jedna se o svalovou dystrofii u skotu, ovci, koz, prasat a dribeze. Dale se
vyskytuji poruchy reprodukce, ovaridlni cysty, degenerativni procesy varlat, zadrzeni
lizka a nasledné endometritidy. Casty je vyskyt degenerace a nekrdzy jater u prasat
(JELINEK a kol., 2003). Selen lIze do krmiva piidavat napt. Vv seleni¢itanu sodném,

selenanu sodném a selenomethioninu (ZEMAN, 2006).
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3 VITAMINY

Vitaminy jsou obecné definovany jako organické slozky potravy nezbytné pro
zivot, zdravi a rast a nejsou zdrojem energie (ZEMAN, 2006).

Charakteristickym znakem vitamint je jejich strukturalni specifita. Kazda zména
ve struktufe jejich molekuly vede ke zméné aktivity nebo dokonce k objeveni
antagonistickych vlastnosti. V soucasnosti je zndmo velké mnozstvi ptirodnich
I syntetickych antivitamint. V burikach jsou vitaminy bud' volné, fosforylované nebo
vazané na bilkoviny. Mnohé vitaminy slouzi k syntéze koenzymil a prostetickych
skupin bilkovin, nékteré jsou vychozim materidlem pro syntézu hormont, a tim se
podileji na tizeni metabolickych procesii. Na zaklad¢é fyzikaln¢ chemickych vlastnosti
se vitaminy dé€li na rozpustné ve vod¢ a rozpustné v tucich. Potfeba vitaminti je velmi
mald a zavisi na druhu zvitat, pohlavi, véku, fyziologickém stavu, urovni produkce,
technologickych podminkach chovu, obsahu vitaminil v téle, schopnosti vlastni syntézy
prislugného vitaminu i schopnosti organismu vyuzivat dany vitamin (JELINEK a kol.,

2003).

3.1 Vitamin C (kyselina askorbova)

Kyselna askorbova (KA) - Vitamin C - je ve vodé rozpustny vitamin s funkci
pohlcovace reaktivnich forem kysliku S nizkou toxicitou a Vvysokou tu¢innosti
(ROLF a kol., 1999). Muze zachytit a eliminovat volné radikaly béhem fetézovych
reakci, coZ zastavi peroxidaéni proces. Casto byva oznatovany jako antioxidadni
vitamin, ptisobi totiz na snizeni oxidacniho poskozeni bun¢k u Cloveka, a tim snizeni
rizika nékterych chronickych onemocnéni, jako jsou napt. kardiovaskularni onemocnéni
(KORISH, 2008). Ma silné redukéni sily, které poskytuji piimou reakci s volnymi
radikaly (FREI, 1989). Jeho antioxidacni vlastnosti z néj tvoii potencialné atraktivni
latku, ktera muze branit aterosklerdze, do které jsou zapojeny volné radikaly jak
Vv pocatecni fazi endotelialni dysfunkce a pozdé€ji, béhem oxidace lipoproteini (VAN
DER LOO, 2003). Pusobeni vitaminu C a vitaminu E bylo prosp&sné pii prevenci nebo
snizeni nékterych komplikaci diabetes mellitus (SUN, 1999). Vysledky nékolika studii
ukazuji, Ze snizuje poskozeni DNA indukované H,0,, recykluje neaktivni vitamin E

a snizuje peroxidaci lipida (SIERENS a kol., 2002). Clovék a néktefi primati jsou témét
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jedini citlivi na nedostatek tohoto vitaminu, protoze postradaji konecné enzymy nutné
pro jeho syntézu. Potieba KA je druhové rozdilna, zavisi na veéku, pohlavi, ro¢ni dobé
aurovni vyzivy. ZvySuje se za gravidity a kojeni, pfi infekénich onemocnénich
a parazitézach, pti poskozeni jater a za stresovych reakci. Je nezastupitelna pro vyvoj,
rust, tvorbu kolagenu, kosti, krve, pevnost skotapky, obranyschopnost organismu,
hojeni ran, zlomenin i popalenin, regeneraci nervii, metabolismus zeleza, kyseliny
listové 1 pro zvladnuti stresovych reakci. Nedostatek pfivodu KA vyvolava skorbut,
Ktery je sice historicky znamy u ¢lovéka, vyskytuje se vSak také u selat a psi. Pro
postizena zvitata je ptiznacné zaostavani v rustu, vyskyt poruch ve vyvoji zubd, kostry,
jsou pozorovany otoky dasni, viklani zubti a anémie. Pti déle trvajici hypovitamindze se
objevuji kapilarni krvaceniny v duting Ustni, nosni, ve stfevech, v mocovém méchyfi,
Vv ledvinach a pod okostici. V praktickych chovatelskych podminkach se doporucuje
davat KA gravidnim samicim, ptedev§im prasnicim a sajicim selatim (JELINEK a kol.,
2003).

Zvysena koncentrace plazmatické KA po peroralnim podani jemné praskového
vitaminu C byla zaznamenana i u ovci (HIDIROGLOU a kol., 1997) a skotu
(HIDIROGLOU, 1999). Tato pozorovani podporuji myslenku, Ze nechranény vitamin C
je Caste¢né znicen Vv bachoru. V praci (JAFAROGHLI, 2014) navazali na tyto tvahy
stanovenim uc¢inku dietarniho rybiho oleje a suplementaci vitaminu C na vlastnosti
semene, spermatu, sloZeni lipida v krvi a metabolitd u Moghani berand. Dietni efekt byl
vyznamny pro zvyseni objemu spermatu, procenta pohyblivych spermii a progresivni
motility. Existuji studie, ze kyselina askorbova ma ochranny uc¢inek na metabolickou
aktivitu a zivotaschopnost kryoprezervovaného spermatu i u prasat (PENA a kol., 2003;
2004). Piidavek kyseliny askorbové do kryokonzerva¢niho média potlacil skodlivé
ucinky reaktivni formy kysliku azvysil pohyblivost spermii a integritu membrany
spermii a integritu akrozomu (HU a kol., 2010). MIRZOY AN a kol. (2006) také uvedl,
7ze doplnéni kyseliny askorbové snizuje generovani reaktivnich forem kysliku po
rozmrazeni. Kyselina askorbova je nestabilni, kdyz je vystavena vysoce oxidacnimu
prostiedi, v némz se rychle oxiduje na neaktivni dehydroaskorbat (LINSTER a VAN
SCHAFTINGEN, 2007). YAMMAMOTOVI a kol. (1990) se podatilo syntetizovat
stabilni derivat vitaminu C, kyselinu 2-glukosid askorbovou (AA-2G), ktera se
vyznacuje vysokou odolnosti proti tepelné a oxidacni degradaci v neutrdlnich roztocich
a pii neredukujicich podminkach. JENKINS a kol. (2011) uvadéji, ze AA-2G ma

ochranny ucinek také pro lidské spermie a jejich pohyblivost pti procesu zmrazovani
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a rozmrazovani. YOSHIMOTO a kol. (2008) prokazali, ze po pfidani AA-2G b&hem
kryokonzervace ucinné chrani sperma proti peroxidaci lipidd a poskozeni bunék
zpusobené oxida¢nim stresem a tim zlepSuje vlastnosti membran rozmrazeného kanc¢iho

spermatu.

3.2 Vitamin E - tokoferol, antisterilni vitamin

Vitamin E je termin, ktery zahrnuje skupinu silnych, Vv tucich rozpustnych
antioxidantti. Strukturalni analyzy ukazaly, Ze molekuly, které maji antioxida¢ni
aktivitu vitaminu E, jsou c¢tyii tokoferoly (a-, B-, y-, 6-tokoferol) a ¢tyii tokotrienoly (-,
B-, y-, 0- tokotrienol). Jedna forma, alfa-tokoferol, je v pfirodé nejhojnéji zastoupena
a ma nejvyssi biologickou aktivitu. Jako piirozené se vyskytujici antioxidant se vitamin
E nachazi v biologickych membranach, kde pisobi na ochranu membrany a zmiriuje
oxida¢ni poskozeni bunéénych membran (SUGIYAMA, 1992). BURTON a INGOLD
(1986) a ESTERBAUER a kol. (1991) zjistili, ze vitamin E je ucinny v prevenci
peroxidace lipida a dalSich radikalné fizenych oxida¢nich akci. Vitamin E byl poprvé
izolovan vroce 1922 ze zelené listové zeleniny Herbertem Evansem a Katherine
Bishop, dvéma vyznamnymi vyzkumnymi pracovniky z Berkeley a byl popsan jako
faktor plodnosti, poté byl vroce 1924 pojmenovan jako tokoferol a v roce 1938 byl
syntetizovan (AGGARWAL a kol., 2010).

I pifes pretrvavajici oznaCeni vitaminu E jako antisterilni vitamin, snad
nejvyznamnéjsi je jeho antioxidacni ucinek. Ten spociva v ochrané molekul, které
podléhaji oxidaci jako polynenasycené mastné kyseliny bunénych membran.
Za pritomnosti kysliku tyto slozky bunénych membran podléhaji progresivni
peroxidaci. Volné radikaly a kovové ionty mohou tyto reakce urychlovat. Tokoferol
dodava vodik k redukci volnych radikald. Enzymy cyklooxygenazy a lipoxygenaza
pusobi na polynenasycené mastné kyseliny bunéénych membran za vzniku skodlivych
peroxidi a volnych radikald, které musi byt neutralizovany, jinak dochdzi
Kk autokatalytické Fetézové reakci, nazyvané lipidova peroxidace. Vitamin E tudiz
stabilizuje polynenasycené mastné kyseliny tim, Ze inhibuje tvorbu toxickych
lipoperoxidl a tak ptispiva k normalni funkci bunéénych membran. Na tomto principu
spociva jeho pozitivni u¢inek v prevenci poruch plodnosti u obojiho pohlavi, kde ma
vitamin E ochranny vliv na zarodecny epitel varlat a dé&loZzni sliznici, kde plsobi

protidegenerativné. Stejné tak zabranuje poskozeni cévnich stén a jejich zvySené
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propustnosti (JELINEK a kol., 2003). Alfa-tokoferol mtize porusit kovalentni vazby,
které reaktivni formy kysliku vytvafeji mezi postrannimi fetézci mastnych kyselin
v membranovych lipidech (DAD a kol., 2006) a tim chrani membranové komponenty
bez vlivu vznikajicich reaktivnich forem kysliku (LINSTER a VAN SCHAFTINGEN,
2007). Vitamin E jako antioxidant je funkéné synergicky spojen s enzymem
glutationperoxiddzou, jez obsahuje selen. Tento enzym zajiStuje antioxidacni aktivity
V buiice, buné¢né membrané i extracelularnim prostoru a tak chrani buiky pied
poskozenim. Proto je pfitomnost piiméfeného mnoZzstvi selenu k udrZeni tohoto enzymu
v plné funkci dilezitym mechanismem dopliujicim ucinek vitaminu E. Pti nedostatku
vitaminu E a selenu dochazi vlivem zvySené tvorby toxickych peroxidi k destrukci
bunéénych membran (bunék), coz ma za nasledek degeneraci zeyjména kosterni a srde¢ni
svaloviny, jater, mozku a cév. U prasat ve vykrmu dochéazi pti karenci vitaminu E
rovnéz ke svalové dystrofii, nekroze jater i k syndromu ,,morusového srdce" (JELINEK
a kol., 2003).

Uloha vitaminu E v reprodukéni schopnosti je vyznamna ve zvySovani
celkového objemu spermii a koncentrace spermii u kanci (BRZEZINSKA-
SLEBODZINSKA a kol., 1995), kraliki (YOUSEF a kol., 2003), a beranti (LUO a kol.,
2004, YUE a kol., 2010). Obecné plati, ze vSechny tokoferoly a tokotrienoly, stejné jako
jejich esterifikované formy, jsou absorbovany stfevnimi slizni¢nimi bunikami spolu s
jinymi hydrofobnimi zivinami v krmivech (CHEESEMAN a kol., 1995, ALTMANN a
kol., 2004). Existuje dukaz, ze absorpce vitaminu E je saturovatelna (zajistuje malé
riziko predavkovani) a je ovlivnéna koexistenci dalSich rozpustnych lipidovych latek
v krmivu. Vysoké davky alfa-tokoferolu jsou absorbovany mnohem efektivnéji, pokud
jsou ve smési s vysokym obsahem tuki V potravé lidi (DIMITROV a kol., 1996;
IULIANO a kol., 2001). Podobny trend se o¢ekava také u ostatnich Zivo¢isnych druht.

Ochranné ¢inky vitaminu E proti oxida¢nimu poskozeni spermii jsou jesté
vyznamné&j§i, pokud jsou Spatné fizeny hygienické podminky pii chovu. Jsou totiz
spojeny se zvySenym vyskytem infekce a zanéty reprodukéniho aparatu. V prib&hu
zanétu, muze antioxidacni stres ovlivnit funkci varlat a negativné ovliviiuje
charakteristiky spermatu (O'BRYAN a kol., 2000). Vzhledem k vysokému obsahu
polynenasycenych membranovych lipida je testikularni tkan jednim z cild pro
oxidativni stres (MISHRA a ACHYRYA, 2004). Nékteré studie ukazaly, ze vitamin E
mél vyznamné U¢inky na reprodukéni organy. MARIN-GUZMAN a kol. (1997) zjistili,

ze délka a Sitka varlat kanct byla vétsi ve skupiné dietné doplnéné vit. E nez ve skupiné
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bez suplementace. SOLEIMANI a kol. (2009) zjistili, ze objem varlat u skupiny krys
léCenych vit. E byl vétsi nez v kontrolni skupiné a tloustka zarode¢ného epitelu a
priméru semennych kanalkti byla také vyssi. Nedostatky vitaminu E zpUsobily
testikularni degenerace u krys a kiecku (SIDNEY a kol., 1975) a mély za nasledek
snizeni pocétu zarode¢nych bunek a snizeni produkce spermii (COOPER a kol., 1987).
WU a kol. (1973) a WILSON a kol. (2003) zjistili, nedostatek vit. E mize vést
k reprodukénimu poskozeni organti, jako jsou degenerace spermatogonii, testikularni
poskozeni a degenerace semennych kanalk.

V posledni dobé byly popsany nékteré dalsi biologické aktivity vitaminu E

véetné regulace bunécné signalizace a genové aktivity, modulace imunitni funkce
a indukce apoptozy (AZZI a kol., 2002). Dietni doplnéni vitaminu E je nezbytné hlavné
v obdobi ristu domacich zvitat, a proto muze nutri¢ni deficit vitaminu E nastat Castéji
u mlad$ich domacich zvitat. Dusledky takového nedostatku zahrnuji svalovou dystrofii
u odstavenych mladat kraliki (CHAN a kol., 1979) a slepic (SHIH a kol., 1977)
a neurologické léze u potkani (SOUTHAM a kol., 1991). Klinické G¢inky nedostatku
vitaminu E se mohou jesté vazné&jsi projevit, jestlize jsou spojeny S absenci selenu nebo
vitaminu C (HILL, 2003).
Je znamo, Ze inhibitory lipidové peroxidace biologickych membran pusobi jako lapace
lipidovych peroxylovych [LOO-] a alkoxylovych [LO-] radikali (ERNSTER a kol.,
1992), abrani oxida¢nimu poSkozeni kryoprezervovaného spermatu  skotu
(OFLAHERTY a kol.,, 1997), jakoz i poSkozeni kapalného spermatu kanci
udrzovaného pii 19 °C (CEROLINI a kol., 2000). Béhem kryokonzervace kanciho
spermatu ma ve vodé¢ rozpustny analog vitaminu E (Trolox neboli kyselina 6-hydroxy-
2,5,7,8-tetramethylchroman- 2 karboxylova) pozitivni vliv na pohyblivost spermii,
mitochondrialni membranovy potencial a8 membranovou integritu (PENA a kol., 2003).

Kan¢i sperma je velmi citlivé na teplotni Sok a na peroxida¢ni poskozeni diky
vysokému obsahu nenasycenych mastnych kyselin v plazmatické membrané a relativné
nizké antioxidaéni kapacité semenné plazmy. U¢inek doplnéni alfa-tokoferolu
0 riznych koncentracich na sperma kanci béhem kryokonzervace a na charakteristiku
pohyblivost spermii byl pii pokusech nasledujici. Celkova pohyblivost a mira
zivotaschopnosti suplementovanych rozmrazenych vzorki byla signifikantné nizsi nez
u Cerstvych spermii. V nesuplmentované skupin€ rozmrazenych vzorkd byla mira
zivotaschopnosti také vyrazné nizsi nez U suplementované skupiny. Suplementovana

skupina mela také vyssi akrozomalni integritu (JEONG, 2009). Ackoli nizké hodnoty
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vitaminu E (4,4 1U / kg potravy) neovlivni poc¢et Sertoliho bun¢k nebo spermatid,
vysoka hladina vitaminu E (220 U / kg) snizuje koncentrace PGF2 (prostaglandin F2)
v prostat¢ a semennych vaccich dospélého kance (MARIN-GUZMAN, 2000).
Suplementace pitné vody antioxidanty - kyselinou askorbovou, vitminem E a jejich
kombinaci, snizuje tvorbu volnych radikali a mize zlepsit kvalitu krali¢iho spermatu,
pticemz nejlepsi vysledky mél praveé vitamin E (YOUSIF, 2003). Pridani alfa-tokoferol
acetatu do extenderu zlepsilo funk¢nost plasmalemy a zivotaschopnost rozmrazenych
spermii u bykt Zebu. Vysledky této studie ukazuji, Ze vyS$i Groven a-tokoferol acetatu
byla ale skodliva pro pohyblivost spermii (BATOOL, 2012). S ohledem na vyse
uvedené, Vitamin E mulze snizit oxida¢ni poskozeni pohlavnich organti a ucinky

vitaminu E na reprodukéni uc¢innost byly popsany u nékolika Zivo¢isnych druht.

4 VOLNE RADIKALY

Volné radikaly vznikaji v buikach jako vedlejsi produkt latkové vymény. Plni
v organismu fadu dualezitych fyziologickych funkci. Avsak tvoii — li se v nadmérném
mnozstvi nebo nejsou dostatecné rychle likvidovany, stavaji se pro svou reaktivitu
nebezpecné, narusuji buné¢né membrany a mohou byt pficinou rozvoje patologickych
projevii — degradace a starnuti bunék, naruSeni obranyschopnosti (JORDAN, 2001).
Jejich toxické plisobeni spociva v reakci s dvojnymi vazbami nenasycenych mastnych
kyselin a pfeméné této vazby na peroxidickou (JELINEK, 2003). Proto organismus
vyuziva ke své ochran¢ proti molekuldm volnych radikali latky obsazené v potraveé —
kysliku a dusiku; dal§imi pfeménami z nich mohou vznikat jiné reaktivni latky, které
vSak jiz nemaji neparovy elektron (peroxid vodiku, kyselina chlornd). Tyto latky se
spolu s volnymi radikaly oznacuji spole¢nym nazvem reaktivni formy kysliku (reactive
oxygen species - ROS) ¢i dusiku (reactive nitrogen species - RNS) - (RACEK,
HOLECEK, 1999). Fyziologické koncentrace reaktivnich forem kysliku jsou nutné pro
normalni funkce bunék (NORDBERG a ARNE'R 2001), vyrobu energie, fagocytozu
a mezibunécéné regulace (POLI a kol., 2004), pfi¢emz nadmérné mnozstvi ROS miize
zpusobit poskozeni DNA, bilkovin a lipida (DIZDAROGLU a kol, 2002;
LYKKESFELDT a SVENDSEN 2007). Negativni u¢inky reaktivnich forem kysliku

mohou byt dany antioxida¢nimi obrannymi mechanismy, které obsahuji antioxidacni
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enzymy, jako je superoxiddismutdza, katalaza a glutathionperoxidaza, stejné jako
neenzymatické antioxidanty, jako je naptiklad glutathion, kyselina askorbova, alfa-
tokoferol a p-karoten (KIRSCHVINK a kol., 2002; VALKO a kol., 2006). Abnormality
Vv antioxida¢nim obranném systému mohou zvysit citlivosti prasat na stres, coz ma za
nasledek sniZzenou télesnou vykonnost a snizeni imunitni funkce (DUTHIE a kol., 1989,
LAURIDSEN a kol.,, 1999). Ne¢kolik in vivo studii prokazalo, ze n&které kmeny
laktobacili mohou zlepsit oxidac¢ni stav krys a lidi (KAIZU a kol., 1993, KULLISAAR
a kol., 2003). Oxidac¢ni stres muze byt spojen s vyskytem rtiznych druhi patologickych
stavi: kardiovaskularni dysfunkce, napiiklad vysoky krevni tlak, cévni mozkové
piihody a srde¢ni selhani; reprodukéni dysfunkce; septicky Sok; rakovina a mnoho
onemocnéni souvisejici s vékem, chronicka onemocnéni, véetné aterosklerdzy; diabetes
mellitus; revmatoidni artritidy a neurodegenerativnin0 onemocnéni. Oxidacni stres
nepfiznivé ovlivitluje bunééné funkce a muze souviset Srozvojem testikularnich
dysfunkci. Antioxidanty zachovaji adekvatni funkce bunék proti porucham homeostazy,
véetné procesti zahrnujicich oxidacni stres. Kromé toho, antioxida¢ni suplementace by
teoreticky mohla chranit ¢i zabranit peroxidacnimu poskozeni struktur varlat a muze byt
uzite¢na pii 16¢bé muzské neplodnosti (APRIOKU, 2013).

5 ANTIOXIDANTY

Antioxidanty (napiiklad, glutathion, arginin, citrulin, taurin, Kkreatin, selen,
zinek, vitamin E, vitamin C, vitamin A, a polyfenoly) a antioxida¢ni enzymy (napf,
superoxid dismutaza, glutathion reduktaza, katalasa a glutathion peroxidaza) vyvijeji
synergické akce ve vychytavani volnych radikalt. V prabéhu poslednich tfi desetileti se
ukazuje, ze podvyziva (napiiklad dietni nedostatky bilkovin, selenu a zinku), nebo
nadbytek uréitych zivin (naptiklad zelezo a vitamin C) vede k oxidaci biomolekul
a poskozeni bunék. Velké mnozstvi literatury podporuje piedstavu, ze dietni
antioxidanty jsou uzite¢né radioprotektory a hraji dilezitou roli v prevenci mnoha
onemocnéni  (napf, rakovina, ateroskler6za, mrtvice, revmatoidni artritida,
neurodegenerace, a diabetes) - (FANG, 2002). Od objevu glutathion peroxidazy v roce
1973, byl selen identifikovan jako esencialni kofaktor pro selenoprotein P a dalsi
selenoproteiny (ARUOMA, 1998). Vyznamné je, Ze nedostatek selenu v potravé
vyrazné snizuje tkanovou hladinu glutathion peroxidazy o 90% a pisobi na peroxidacni

poskozeni a mitochondrialni dysfunkci (XIA, 1985). Stejné tak, dietni nedostatek selenu
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poskozuje funkci dalsich selenoproteind, které zahrnuji iodothyronin deiodinasu
a thioredoxin reduktasu (EVANS, 2001). Zasadni roli sehral selen pii objevu Keshanské
choroby. Toto onemocnéni (pojmenované podle vesnice v oblasti Keshan v provincii
Heilongjiang v severovychodni Cing, kde byla hlagena vétsina paivodnich ptipadi), bylo
vysledkem zavazného nedostatku selenu v potravé (YANG, 1983). V poslednich letech
se zvysil pocet experimentdlnich dat vhodnych jako material pro vyzkum plsobeni
oxidativniho stresu Vrozvoji mnoha nemoci. U hospodaiskych zvifat se muze
oxidativni stres podilet na fadé patologickych jevi v¢etné téch, které jsou vyznamné pro
zdravi zvifete a zivoCisSnou vyrobu (LYKKESFELDT a SVENDSEN, 2007).
Reaktivni formy kysliku (ROS) maji biologické funkce nezbytné pro normalni
fyziologii, a produkce ROS muze byt podstatné zvySena v reakci na rtizné podnéty
(MACHLIN, BENDICH, 1987). Tyto podnéty zahrnuji extracelularni faktory ptisobici
pies plasmatickou membranu receptord, jako jsou hormony, prozanétlivé cytokiny
a fyzikalni a environmentalni faktory jako UV stres, drogy a patogenni invaze
(BASHAN a kol., 2009). Nedostatek antioxida¢nich latek nebo nadmérna produkce
ROS miize mit za nasledek oxidaéni stres, definovany jako poskozeni homeostazy mezi
oxidanty a antioxidanty na bunétné urovni (FINKEL, HOLBROOK, 2000). Oxida¢ni
stres mize byt méfen piimo pomoci detekce volnych radikald, nebo nepiimo detekci
antioxida¢nich molekul nebo biomarkery oxida¢niho poskozeni. Obecné plati, ze vznik
volnych radikali maze byt snadno detekovan, ale je velmi obtizné posoudit in vivo
celkovou antioxida¢ni aktivitu. Antioxidanty mohou byt pfitomny v bufikach,
bunéénych membranach a Vv extracelularnich tekutinach. Mezi intracelularni
antioxidanty patii glutathion, ktery mtze rozlozit volné radikaly a enzymy, jako jsou
katalaza, glutathion peroxidaza a superoxiddismutaza. Membranou vazané antioxidanty
jsou alfa-tokoferol, p-karoten a ubiquinon (HALLIWELL a GUTTERIDGE, 1989).
Antioxidaéni systém v plazmé je vétSinou realizovan prostiednictvim nizké molekulové
hmotnosti antioxidantd (kyselina askorbova, glutathion, tokoferoly, fenolové
slouéeniny) dietniho ptivodu (EVANS, HALLIWELL, 2001). Koncentrace jednotlivych
antioxidanti obecné neni reprezentativni pro celkovou antioxidaéni aktivitu v dasledku
synergickych a antagonistickych interakci mezi antioxidanty. Takze celkova
antioxida¢ni aktivity muze dat vice biologicky relevantni informace, nez jen méfeni
koncentrace jednotlivych antioxidanti (SOMOGY1 a kol., 2007).

Vitaminy také pifimo vychytdvaji ROS a pisobi na zvySeni Ccinnosti

vvvvvv
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antioxidantt. Inhibuje ROS indukovanou tvorbu lipidovych peroxyl radikald, ¢imz
chrani bunky pfed peroxidaci v membranovych fosfolipidech, ptred oxidacnim
poskozenim plazmy velmi nizkou hustotou lipoproteini, chrani bunétné proteiny,
v DNA pusobi proti membranové degeneraci (TOPINKA, 1989). V dusledku toho,
dietni nedostatek vitaminu E snizuje ¢innosti jaterni katalazy, GSH-Px a glutathion
reduktazy, indukuje jaterni peroxidaci lipidi a zplsobuje neurologické
a kardiovaskularni poruchy (MULLER, 1990; CARR, 2000). XIA, 2012 uvadi, Ze
antioxidant AA-2G (kyselina 2-glukosid askorbova) je vhodnéj$i antioxidant ve
srovnani S vitaminem E nebo glutathionem. Studie se zabyva zkoumanim
zivotaschopnosti, neporusenosti akrozomu, kapacitac¢ni rychlosti a ¢etnosti bezosti pii
pouziti antioxidaéné upravenych spermii. Vysledkem je zjisténi, ze AA-2G
suplementace muze zlepsit kvalitu kancich spermii a stanovuje optimalni koncentraci
AA-2G na 0,068 mg / ml (XIA, 2012).

Studie SZCZESNIAK - FABIANCZYK (2003) se zabyvala stanovenim vlivu
moznych antioxidantt (adenosin, L-cystein-hydrochlorid, kyselina askorbova, fumarat
hofecnaty a prolaktin- kterymi se dopliuje kanéi sperma v extenderu), na dobu pieziti
spermatu a jeho chromatinovou strukturu. Byla hodnocena motilita spermatu
a nachylnost chromatinové struktury k denaturaci. P¥idani fumaratu hote¢natého zvysilo
preziti spermii, ale vyustilo v nejvyssi piirtstek podilu spermii S poskozenim
chromatinové struktury. Pfidani 200 mg L-cysteinu-hydrochloridu piineslo nejleps$i
vysledky v pfeziti spermii. Je mozné piedpokladat, ze niz8i koncentrace této slozky by
piinesla jesté lepsi vysledky.

Dopliiovani organického selenu, vitaminu E a zinku pro zvySeni kvality
Cerstvého spermatu (motilita a ptiznivy vliv na bunky v prabéhu spermatogeneze nebo
zrani v nadvarleti) bylo zkoumano také u koni. Vysledky uvedené v této studii ukazuji,
ze doplnéni diety antioxidanty ma za nasledek vyssi antioxida¢ni vlastnosti semenné
plazmy. Dietni suplementace selenu, zinku a vitaminu E vedla ke zvySeni motility
a zivotaschopnosti spermii. Zaroveii vSak ukazuji, ze suplementace zvysi kvalitu
spermatu, ale po dosaZeni optimalni urovné jiz dalSi zlepSeni nenastalo (CONTRI,
2011). Jako dalsi z lapact volnych radikali byl zkouman ptidavek alginatu do diety
kancd. Cilem tohoto vyzkumu bylo zhodnotit u¢inek riznych koncentraci alginatu
ptidanych do spermatu pied zmrazenim. Doplnéni extenderu riznymi davkami alginatu
zvysilo celkovou motilitu spermatu, zlepsilo integritu plazmatické membrany spermii

a mitochondrialni aktivitu. Mrazeni za pfitomnosti alginatu vedlo Kk vyssi hladiné
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superoxiddismutazy a vyssi aktivit¢ GSH-Px a nizsi hladin¢ malondialdehydu. Alginat
je tedy efektivni pti kryokonzervaci spermatu (HU, 2014).

Soucasné metody kryokonzervace kanciho spermatu maji za nasledek snizeni
pohyblivosti spermii a jejich Zzivotaschopnosti. To mize byt Caste¢né zpusobeno
produkci reaktivnich forem kysliku (ROS). Vznik ROS je normalni dusledek
oxidativniho metabolismu. Nicmén¢, zvySeni produkce ROS ma za nasledek peroxidaci
lipid a ROS vyvolané membranové poskozeni vedouci k ztraté pohyblivosti spermii,
poskozeni akrozomalni membrany a oxidaci DNA. Antioxidanty, jako je kyselina
askorbova a alfa-tokoferol maji ochranny tucinek jak na metabolickou aktivitu
a bunéénou zivotaschopnost kryoprezervovaného spermatu skotu. Kyselina askorbova
pusobi jako antioxidant a brani oxida¢nimu poskozeni DNA ve spermatu. Alfa-
tokoferol je uznavanym inhibitorem peroxidace lipidi V biologickych membranach
a vykazuje ochranny ucinek na plazmatické membrany kryokonzervovaného spermatu
(GOLDEN, 2002). Vysledkem studie GOLDEN, (2002), ktera testovala pfidani téchto
dvou slozek do krmiva v koncentracich 0; 0,1; 1; a 10 mM bylo, ze pifidani 10 mM
kyseliny askorbové a 1 mM alfa-tokoferol, miize mit za nasledek ptiznivé zvySeni
pohyblivosti spermii, zivotaschopnosti a neporusené akrozomy, pii sou¢asném snizeni
oxidativni urovné (GOLDEN, 2002).

Na kvalitu spermatu po rozmrazeni byly zaméfeny i prace, které vyuzivaly
pusobeni dalSich pfidatnych latek. Ve studii MALO (2010) byly vzorky spermatu
kryoprezervovany a doplnény riznymi koncentracemi cysteinu (0,5 a 10 mM). Cilem
bylo zjistit, jaka koncentrace cysteinu je schopna produkovat béhem kryokonzervace
ochranny ucinek. Kvalita semene (celkové zlepSeni pohyblivosti, progresivni zlepSeni
pohyblivosti, Zivotaschopnost, integrita akrozomu a test hypoosmotické bobtnavosti)
byla hodnocena po zmrazeni a nasledném rozmrazeni a pak kazdou hodinu po dobu 3
hodin. Ve druhé ¢asti experimentu se ejakulaty uchovavaly ve zmrazeném stavu S nebo
bez téchto antioxidanti: cystein, rozmaryn (Rosmarinus officinalis) a cysteinu plus
rozmarynu. Opét byla hodnocena kvalita semene po rozmrazeni. Posledni c¢ast
experimentu byla zaméfena na fertiliza¢ni kapacitu spermatu. Celkem 2232 oocytt bylo
in vitro oplodnéno rozmrazenym spermatem. V souhrnu, uéinna koncentrace cysteinu
Vv mrazicim nastavci byla 10 mM; pfidani exogenniho rozmarynu nebo cysteinu do
mrazicitho nastavce pozitivné ovliviiuje Zivotaschopnost a integritu akrozomu po

rozmrazeni. Doplnéni samotného rozmarynu zlepsilo celkovou pohyblivost. Zahrnuti
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rozmarynu do nastavce bylo u¢inné pro prunik a rychlost stépeni oocytd a také na
ucinnost oplozeni (MALO, 2010).

Efektivni kryokonzervace kanciho spermatu muize zvysit produktivitu stada,
napomahd pfi udrzovani biologické bezpecnosti, podporuje mezinarodni vymény
genetické¢ho materialu, usnadnuje technologie genového vybéru, a umoziuje racionalni
genové bankovnictvi. V ¢lanku ZHANG, 2012 je uvedeno, ze pro odstranéni
reaktivnich forem kysliku a snizeni jejich negativniho plisobeni v pribéhu
kryokonzervace kan¢iho spermatu je vhodné dopInéni uréitych antioxidantti (zkouman
byl pridavek glutathionu, superoxiddismutazy, katalazy, L-glutaminu a L-cysteinu,
doplnéni piirodnich bylin a také ptidavek kyseliny askorbové) do mrazicich extendert.
To také napomlze zlepSeni kvality rozmrazeného spermatu. Centrifugace je dalsim
nezbytnym krokem pifi zmrazovani kanciho spermatu V kryoprezerva¢nim protokolu.
Pouziti optimalni centrifuga¢niho protokolu by mohlo maximalizovat vyuziti spermii
a jejich pieziti po rozmrazeni (ZHANG, 2012).

Kanc¢i spermie jsou velmi citlivé na peroxida¢ni poskozeni kvili vysokému
obsahu nenasycenych mastnych kyselin ve fosfolipidech v plazmatické membrané
spermii (CEROLINI, 2000, PARKS, 1992) a korelaci nizké antioxida¢ni kapacity kanci
semenné plazmy a lipidové peroxidace (BREZEZINSKA - SLEBODZINSKA, 1995).
Byly popsany zmény zmrazenych lidskych spermii (ALVAREZ, 1992), bycich
(O'FLAHERTY, 1997) a mysich (MAZUR, 2000), ktery byly spojeny s hladinami ROS
a oxida¢nim stresem. Kromé toho, proces zmrazeni a rozmrazeni spermii Skotu muze
generovat ROS (CHATTERJEE, 2001), poskozeni DNA (LOPES, 1998), cytoskeletarni
zmény (HINSHAW, 19861) a miZze mit vliv na pohyblivost spermii (DE
LAMIRANDE, 1992).

Z nov¢jSich praci se plusobenim antioxidantii na zmrazené sperma zabyva
SARIOZKAN (2014). Tvrdi, 7e antioxidanty snizily u rozmrazeného spermatu
poskozeni akrozomi a abnormality spermii. Kromé toho, suplementace cysteinu
poskytuje lepsi integritu DNA. SCHMID-LAUSIGK, (2014) zkoumal dietni
suplementaci hiebcti pomoci Inéného oleje v kombinaci s antioxidanty. Tato kombinace
snizila pokles pohyblivosti a membranovou integritu chlazeného spermatu hiebci. Dalsi
z publikovanych praci se zaméfila na koncentraci alfa-tokoferolu schopného zlepsit
kvalitu kryokonzervovaného spermatu prasat. Kanc¢i spermie zmrazené s 200, 500 nebo
1000 mg / mL alfa-tokoferolu se rozmrazily a byly inkubovany pii teploté 37 °C po

dobu 4 hodin. Byly hodnoceny rutinni parametry kvality spermatu, nachylnost
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Kk peroxidaci lipidi a spotieba kysliku. Byla zjisténa interakce mezi oSetfenim vzorki
a dobou inkubace (P <0,05). Vsechny koncentrace alfa-tokoferolu zlepsily podil
pohyblivych spermii v prvnich 2 h inkubace. Béhem inkubace vsak doslo k postupnému
poklesu Zivotaschopnosti a integrity (neporusenosti) akrozoému. Nejlepsi ochranu
plazmatické membrany spermii pied lipidovou peroxidaci zajistilo ptidani 200 mg / mL
alfa-tokoferolu. Toto zlepSeni pohyblivosti ve vzorcich mize byt vysvétleno nizsi
ucinnosti reaktivni formy kysliku na membrany spermii v disledku antioxida¢ni
kapacity alfa-tokoferolu. (BREININGER, 2005). Pro posouzeni u¢innosti dietni
antioxida¢ni suplementace (vitamin E a extrakt rostlin) mize byt vyuzit napiiklad KRL
test. Kit Radical Libres (KRL) test je biologicky test, ktery hodnoti antioxida¢nich
status organismu testovanim antioxidacnchi obrannych systému jak v plasmé, tak
u cervenych krvinek (PROST, 1992). KRL test hodnoti celkovou antioxida¢ni aktivitu
krve meéfenim cCasu potiebného k hemolyse 50% cervenych krvinek vystavenych
fizenému utoku volnych radikala. Prvni pokus studie (ROSSI, 2013) probihal po
odstavu selat (40 selat/skupina) dietni suplementaci vitaminu E po dobu 60 dnu.
Vysledkem zde byla vyssi celkova antioxidacni aktivita krve a ¢ervenych krvinek nez u
kontrolni skupiny prasat. Druha cast studie ukazala, Zze dlouhodoba suplementace ve
vodé rozpustného rostlinného extraktu (20 prasat/skupina) z listt Verbenaceae ma sklon
ke zvySeni antioxida¢ni aktivity krve. Tyto vysledky naznacuji, ze by mohl byt KRL
test vyznamny jako jeden z u¢innych prostiedkt pro hodnoceni antioxida¢ni aktivity pii

dietni suplementaci prasat (ROSSI, 2013).
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6 REPRODUKCE PRASAT

Ve vztahu k dosahované uzitkovosti miizeme prasata zaradit mezi nejvykonné;jsi
hospodaiska zvifata. Je to dano zejména vysokou schopnosti syntézy proteinti
a tukovych rezerv v téle, coz se projevuje znacnou intenzitou rustu. K dal$im pfiznivym
vlastnostem prasat patii ranost, vyborna plodnost, mlé¢nost, kratké obdobi brezosti
a muzeme zahrnout i pfiznivou jate¢nou vytéznost.

V procesu zusSlechtovani chovu prasat je snaha o dosaZeni poZadovanych
parametrii uzitkovosti, které odpovidaji predev§im pozadavkim konzumentl, ale
I zpracovatelti pfi dirazu na potravinovou bezpecnost, kvalitu produktu a ekonomiku
vyroby.

Uzitkoveé vlastnosti prasat délime do dvou zdkladnich skupin, a to:
» vlastnosti reprodukéni — plodnost, mléénost

* vlastnosti produk¢ni - vykrmnost, jate¢na hodnota (STUPKA, 2009).

6.1 Reproduk¢ni vlastnosti

Plodnost je zékladni biologickou a uzitkovou vlastnosti zvitat, kterda umoznuje
jejich rozmnozovéni, zachovani druhu a zéaroven zlepSovani jejich uzitkovych
vlastnosti. V chovu prasat je plodnost chapana jako schopnost koncti vykonavat koitus
a produkovat sperma do vysokého véku. U prasnic zahrnuje reprodukéni schopnost
pravidelné zabtfezavani a produkci zivotaschopného potomstva. Hlavni piednosti prasete
z hlediska rozmnozovani jsou predevSim multiparita, kratkad doba biezosti, rané
pohlavni dospivani, kratké trvani involuce pohlavnich organt po porodu, rychly nastup
plnohodnotné fije a schopnost turnusové produkce (STUPKA, 2009). Reprodukéni
systém kance je tvofen ze dvou pohlavnich 714z (varlat), ptidatnych pohlavnich 714z
(vacky semenné, Zlaza piedstojnd, zlazy Cowperovy), vyvodnych cest (nadvarle
a chamovod) a ztseku spoleéného i pro mocové cesty, ktery probihd ve vlastnim
kopulaénim organu tj pyji. V Sourku, ktery je tvofen vychlipenim mekké stény biisni
jsou ulozena varlata. Varlata obsahuji lalucky, které jsou tvofeny kanalky, v nichz se
vV obdobi pohlavni dospélosti tvoii spermie, které jsou po dozrani vyplavovany do
nadvarlete. V hlavé nadvarlete dojde ke zhu$téni spermii a k posledni fazi jejich

dozravani (KOZUMPLIK, 1980). Tvorba spermii probiha za snizené teploty pii 4 -
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7°C, proto je tieba dbat na Cistotu kiize Sourku, aby nebyl narusen termoregulacni
systém. Priznaky pohlavniho dospivani se projevuji zacatkem 4. mésice, vrcholi v 5.
a 6. mésici. K zatazovani kanci do plemenitby dochazi okolo 9. az 10. mésice. Nejvyssi
plodnost miizeme pozorovat ve véku 18-30 mésict (ZIZLAVSKY a kol., 2002). Denni
produkce spermii kanci ve véku 10 mésici se pohybuje v rozmezi 10 az 39 miliard

(LOUDA, 2001).

6.1.1 Faktory ovliviiujici plodnost kancu

Faktory vnitini

* pohlavni dospélost — ta se projevuje funkénosti pohlavnich zZlaz, schopnosti pafeni,
viditelnymi sekundarnimi pohlavnimi znaky a vytvofenim pohlavniho reflexu.

* pohlavni potence - je kritérium schopnosti k plemenitbé. Hodnoti se stupném
vyjadieni libida, dslednosti a tempem prabéhu sexualnich reflexti. Dale poctem skokl
za Casovou jednotku pii vyrovnané kvantité a kvalité ejakulatu

* obdobi narozeni kance - nejlepSich parametri dosahuji kanci narozeni na podzim

* plemeno

Faktory vnéjsi

e vyziva - ma nesporny VIiv. Pro dospélého kance (220 - 230 kg) je postacujici
k zajisténi normalni produkce 37 MJ metabolizované energie a 500 g N latek na den.
Nepiizniveé pisobi nedostatek vitamint, pfedevsim A a E a stopovych prvki (Co, Mn),
ktery mtize vést k porucham funkce pohlavnich zlaz. Pti vétsi absenci proteinu v krmné
davce dochazi k omezeni spermiogeneze. Vyrazné¢ negativné pusobi i toxické latky
z krmiva, v¢etné plisnovych toxind

* vliv ro¢niho obdobi - Obecné miizeme fici, Ze zvySeni teploty prostfedi se prukazné
projevuje v biochemickém slozeni plazmy spermatu, zhorSuje se kvalita spermatu
a snizuje se oplozovaci schopnost spermii.

* metody plemenitby, z nichZ jsou vyznamné piedevS§im piibuzenskd plemenitba

a kifzeni (STUPKA, 2009).

Sperma by mélo odpovidat témto pozadavkim.:

» musi byt barvy mlé¢né bilé az Sedobilé a musi mit ostatni charakteristické vlastnosti
spermatu (konzistenci, bez zapachu)

* nesmi obsahovat cizi pfimiseniny (krev, mo¢, hnis atd.)
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* objem filtrovaného spermatu nesmi byt nizs$i nez 100 _cm3, u mladych kanct do véku
12 mésict nesmi byt nizsi nez 80 cm3

* hustota spermatu nesmi byt niz§i nez 150 000 v mm3

» aktivita spermii musi byt nejméné 70%

» morfologicky normalnich spermii musi byt nejméné 75 %

* nesmi obsahovat patogenni zarodky ani masivni nalez nepatogennich zarodki
(LOUDA, 2001)

Citlivost semenoplodného epitelu varlat na zménu kvality biologickych slozek
krmiva a na drazdivé ¢i toxicky pusobici latky je zna¢na. Mize dojit k neptiznivému
ovlivnéni procesu spermiogeneze a tim ke snizeni kvality ejakulatu a fertility spermii.
Piimé pozitivni ¢i negativni plisobeni je patrné na rozvoji semenoplodnych kanalkt
azlaz pro tvorbu semenné plazmy. Nepiimo pak mize byt ovlivnéna cinnost
endokrinnich Zlaz, které maji piimy vztah k rozvoji pohlavnich organt. Pro kance je
velmi dulezita i skladba vitamind v krmivu. Velka ¢ast vitamini je soucasti koenzymd,
¢imZ maji blizky vztah k enzymim. K pfeméne vitaminl v koenzymy dokéazi pti
sloZitych enzymatickych reakcich, které mohou byt soucésti dalSich metabolickych
pochodt. Vitamin E se povazuje za antioxidant vitaminu A, takZe jeho nedostatek se
projevuje ve formé A — avitaminozy. Vitamin E pusobi také jako antistresovy faktor
adava se do spojitosti s obsahem selenu v krmivu. Uloha vitaminu C neni zcela
objasnéna, je vSak jednim z etiologickych faktort pii epifyziolyze, obecné zlepSuje
rezistenci pfi intenzivnim vyuZivani plemenych kancd (KOZUMPLIK, 1980).
Z hlediska vyzivy kancii neni rozhodujici pro kvalitu spermatu mnozstvi piijatého
krmiva ale kvalita krmiva. Denni krmna diavka kompletni krmné smési by méla byt
fizena podle kondice, ktera ma byt chovna (ZIZLAVSKY a kol., 2002).

6.2 Ejakulat kance

Ejakulat kance je viskozni Sedava nebo bila tekutina, slozena z ¢asti tekuté
(tvofena sekrety uretralnich zlaz, prostaty, semennych vacki a obsahu nadvarlete)
arosolovité (tvofena sekterem Cowperovych zlaz) - (KOZUMPLIK, 1980). Zluté,
zelené, rizové nebo hnédé zabarveni znamend pfimiseni moci, hnisu, krve apod. Bila
barva spolu s vodnatou konzistenci svéd¢i o nizké koncentraci spermii (LOUDA, 2001).

Cely ejakulat je tvofen z 96-98% sekrety pfidatnych pohlavnich 714z a 2 - 4% tvofi
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spermie. Biologickym znakem spermii v ejakuldtu je pohyblivost, schopnost pieziti
a schopnost oplozeni. Semenna plazma podnécuje pohyblivost, poskytuje zdroj energie
pro metabolismus, poskytuje ochranu proti nepfiznivym vlivim prostiedi a zvysuje
celkovy objem ejakulatu. Objem semene kance muze byt ovlivnén vékem, zpisobem

chovu, plemenem ¢&i genetickym zalozenim (KOZUMPLIK, 1980).

6.2.1 Kvalita spermatu

Oplozovaci schopnost spermatu je odhadovdna na zaklad¢ kvality (pohyblivost,
morfologie, funk¢ni integrita, mikrobidlni kontaminace) a kvantity spermii (pocet

vysoce kvalitnich spermii v davce) - (SMITAL, 2001).

6.2.2 Objem ejakulatu a pocet spermii

Objem ejakulatu u plemennych kancti se mize pohybovat ve zna¢né Sirokych
hranicich (80 —900 ml). Nejcastéji je to vSak v rozmezi kolem 250 — 300 ml
(KOZUMPLIK, 1980). Koncentrace spermii v 1 mm3 mezi 250 — 400 tis. Celkovy
pocet spermii 50 az 90 miliard (LOUDA, 2001).

6.2.3 Pohyblivost spermii

Progresivni pohyb spermii je ukazatelem neporuseného bunécného metabolizmu
a membran. Jelikoz kanci spermie vykazuji vyssi procento cyklického pohybu nez jiné
druhy, je doporu¢eno odhadovat rozdilné formy pohyblivosti a nejen podil
progresivnich spermii, tj. téch, které se pohybuji pfimocafe (tzv. aktivita spermifi).
Uskladnéné sperma by mélo byt hodnoceno kazdy den a za piijatelny miZeme

povazovat podil pohyblivych spermii kolem 60 % (SMITAL, 2001).

6.2.4 Morfologie spermii

Morfologické vySetieni spermii se provadi periodicky, zpravidla 1 x za mésic,
Ukancli s vyS$im vyskytem morfologicky abnormalnich spermii poté Ccastéji.
Morfologicky abnormalni spermie sice mize penetrovat ,,vajicko" ovSem nemusi byt
nakonec schopna aktivace v pronukleu. Defekty na akrozomu a pohybovém aparatu

(deformace biciku) vylucuji penetracni schopnost (LOUDA, 2001). Nejbéznégjsi
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morfologickou zménou kanéich spermii je vyskyt cytoplazmatické kapky.
Cytoplazmatickd kapka je primarni defekt, majici pivod ve varleti, a je dulezity
zejména pii dlouhodobém uskladnéni spermatu, jelikoz snizuje rezistenci spermii na in
vitro starnuti. Doporucuje se, aby celkovy podil cytoplazmatickych kapek v ejakulatech
pouzivanych pro inseminaci nepiesahl 15 %. Uvadi se, ze celkovy vyskyt morfologicky
abnormalnich spermii ve spermatu ur¢eného pro inseminaci by nemél piesdhnout 20 %
(SMITAL, 2001). Dale se mohou vyskytnout morfologické zmény na membranach, na
akrozému, spirdle mitochondrii, ireverzibilni ztrata aktivity, uvolnéni zejména
glykolytickych enzymi, omezeni metabolizmu glycidii, pohyb iontii skrz membrany,
pfedevSim pifjem Na a Zn a ztrata K a Mg jakoZz 1 akumulace Ca doprovazena
charakteristickym zhroucenim membranovych bariér (LOUDA, 2001). Sperma se
hodnoti makroskopicky a mikroskopicky. Makroskopicky se hodnoti obsah cizich
piimési (krev, moc¢, hnis, Castice steliva, Stétiny a jiné necistoty). Normalni spravné
odebrany ejakulat (sperma) ma neutralni viini charakteristickou pro vajecny bilek. Ostry
pach nebo druhové specificky kan¢i pach mize znalit zneCiSténi spermatu moci,
prepucialnim sekretem, pfipadné obsahem ptedkozkového divertikula. Mikroskopické
vySetieni nativniho spermatu se provadi po odbéru ve vzorcich spermatu — aktivita

(motilita), koncentrace spermii atd. (LOUDA, 2001)
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7 CiL PRACE

Cilem prace bylo ovéfit v krmném pokusu minerdlni a vitamindzni vyzivu
u plemennych kancii ptidavkem selenu (organicka forma selenomethionin), vitaminu E
(alfa-tokoferol) a vitaminu C (kyselina askorbova) na biochemické ukazatele ejakulatu

kancii Z pohledu antioxida¢niho statusu.
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8 MATERIAL A METODIKA

Experiment byl proveden na inseminacni stanici kanci ve Velkém Mezifici
(Ceska republika). Do pokusu bylo zatazeno 10 kanct plemene Duroc. Primérny vék
byl 2 £ 0.3 roky a primérnad hmotnost kanct byla 250 + 20 kg. Pokusna zviiata byla
ustajena individualné (2,5 x 2,5 m) a méla ad-libitni ptistup k vodé. VSem zvitatim bylo
zkrmovano 3,3 kg zakladni krmné smési (Tab. 1 a 2). Obsah metabolizované energie
(MEp) byl 12,6 MJ/kg diety. Zakladni krmna davka obsahovala 0,02 mg selenu, 9,9 mg
vitaminu E a 16 mg vitaminu C na kilogram krmné smési. Kanci byli rozdéleni do dvou
skupin. Prvni experimentalni skupiné kanct (n=5) bylo do krmné davky ptidavano
0.5 mg selenu (selenomethionin); 70 mg vitaminu E (alfa-tokoferol) a 350 mg vitaminu
C (kyselina askorbovd) na kilogram diety. Druha skupina kanct (n=5) slouzila jako
kontrolni. Této skupiné nebylo mnoZstvi selenu, vitaminu E a C navySeno. Premix byl
kanctim davkovan individudIn€ pfi rannim krmeni pomoci ptresného davkovace.

Pokus trval 90 dni. Prvni odbér byl proveden v 0. den. Nésledné¢ odbéry pro
experiment byly provedeny vzdy po 30. dnech. Kanci byli v klasickém rezimu
inseminacni stanice, kdy byli odebirani dle pozadavku odbératele na sperma, minimalné

jednou tydné.
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Priprava vzorki pro analyzy

V prvnim kroku bylo napipetovano 0,5 ml nativniho rozmrazeného ejakulatu
s naslednym piidanim 2 ml kapalného dusiku a 0,5 ml fosfatového pufru. Nasledné se
vzorek homogenizuje na ULTRA-TURRAX T8 homogenizeru (IKA, Koénigswinter,
Némecko) pii 3000 otackach za minutu po dobu 2 minut. Po homogenizaci se piida 1
ml fosfatového pufru. Vzorek takto upraveny se homogenizuje (Vortex - 2 Genie,
Scientific Industries, New York, NY, USA) pti 2000 otackach za minutu po dobu 15
minut. Nasledné¢ se vzorek centrifuguje v odstiedivce Universal 32 R (Hettich-
Zentrifugen GmbH, Tuttlingen, Némecko) pti 16000 otac¢kach za minutu pii 4 ° C, po
dobu 20 minut. Nakonec se odpipetovala ¢ast supernatantu (1,5 ml) a ten byl pouzit pro

analyzu.

Stanoveni antioxidacni aktivity

Roztoky, pouzité pro stanoveni antioxidacni aktivity pomoci antioxidacnich
metod FRAP, FR, ABTS, byly ptipraveny podle prace Sochor a kol., (2010). Bylo nutné
provést prepocet na ekvivalent kyseliny galové (GAE - Gallic Acid Equivalents).

Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou FRAP (Ferric reducting antioxidant
power)

Metoda FRAP je zalozena na redukci Zzelezitych komplexit TPTZ (2,4,6-
tripyridyl-S-triazin) s chloridem zelezitym (FeCl3). Metoda vSak ma uréité limity, mezi
které patii, Ze méfeni probiha pii nefyziologicky nizké hodnoté pH (3,6) a také nejsou
zachyceny s komplexem pomalu reagujici polyfenolické latky a thioly.

Ptiprava reagencie:

1. 10 mM roztok TPTZ, doplnit po rysku 40 mM kyselinou chlorovodikovou (HCI);

2. roztok 20 mM FeCI3 ;

3. acetatovy pufr 20 mM, pH 3,6;

tyto tfi roztoky se smichaji v poméru TPTZ: FeCl3: acetatovy pufr 1:1: 10.

Reagence je pouzitelna tyden pii uskladnéni v temném prostiedi a teploté 4°C. Objem
150 pl této reagence se vstiikla do plastové kyvety s naslednym ptidanim 3 pl vzorku.
Absorbance se métila pti 605 nm po dobu 12 minut. Pro vypocet antioxida¢ni aktivity
byl pouzit rozdil mezi absorbanci pti posledni (12.) minuté a pfi druhé minuté pribehu

méreni.
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Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou volnych radikala (Free Radicals)

Tato metoda je zaloZzena na schopnosti chlorofylinu (sodno-médnata stl
chlorofylu) ptijmout a uvolnit elektrony pti stabilni zmén¢ absorpéniho maxima. Tento
efekt je podminén alkalickym prostifedim a pfidanim katalyzatoru. Reak¢ni ¢inidlo (R1 -
0,1 M HCIl, extrakt chlorofylinu, reak¢ni pufr, katalyzator) o objemu 150 ul bylo
vstiiknuto do plastové kyvety s naslednym piidanim 6 pl vzorku. Absorbance byla
méfena pii A=450 nm ve druhé minuté prubéhu méteni a posledni (12.) minuté. Rozdil
mezi témito dvéma absorbancemi byl povazovan za hodnotu vystupu a slouzil pro

vypocet antioxidacni aktivity.

Stanoveni antioxida¢ni kapacity pomoci testu ABTS

Jednim z nejvice pouzivanych testli na stanoveni koncentrace volnych radikala
je  ABTS metoda. Principem je neutralizace radikalkationtu vzniklého
jednoelektronovou oxidaci syntetického chromoforu ABTS (2,2 -azinobis (3-
ethylbenzothiazolin-6-sulfonatu) na radikal ABTS e- ABTS e+. Tato reakce se nasledné
monitoruje spektrofotometricky, pomoci méfeni zmény absorbance. Reakéni ¢inidlo R1
(7 mM ABTS (2,2°- azinobis 3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina a 4.95 mM
peroxodisiran draselny) 0 objemu 150 ul (SOCHOR a kol., 2010b) se smicha s 3 pl
vzorku. Absorbance byla méfena pii A=660 nm. Pro vypocet antioxida¢ni aktivity byl

pouzit rozdil absorbanci pii posledni (12.) minuté a ve druhé minuté prabé¢hu méfeni.

Stanoveni glutathionperoxidazy (GSH-PXx)

Pro stanoveni glutathion peroxidazy byla pouzita nepiima metoda stanoveni
aktivity GSHPxX. Principem této metody je oxidace redukovaného glutathionu (GSH) na
oxidovany glutathion (GSSG) katalyzovany GSH-Px. Tato reakce je spojena
s glutathion recyklujici reakci, pii které byl GSSG redukovan na GSH pomoci NADPH
a glutathion reduktazy (GR). Pro stanoveni glutathion peroxidazové aktivity byl pouzit
kit (CGP1, Sigma Aldrich, USA), stanoveni bylo provedeno v nativnim ejakulatu. Byl
pouzit automatizovany spektrofotometr BS 400 (Mindray, Cina). Experimentalni
protokol byl nasledujici: Reakéni Cinidlo R1 (0,3 mM NADPH v GSH-Px pufru)
0 objemu 260 pl bylo pipetovano do plastové kyvety s naslednym pfidanim 10 pl
vzorku a po promichani se pridal objem 30 pl reakéniho ¢inidla R 2 (3 mM tert-butyl-
hydroperoxid) do kyvety. Absorbance bylo méteno pii A = 340 nm a méfila se reakéni

Kinetika po dobu 126 sekund. Pfistroj vypocital primérny pokles absorbance za minutu

38



(AA). Nasledné byla podle kalibra¢ni rovnice vypoctena aktivita GSH-Px u métenych

vzorku.

Stanoveni superoxiddismutazy (SOD)

Pro stanoveni obsahu superoxiddismutazy (SOD, EC 1.15.1.1.) byla pouzita
souprava 19160 SOD (Sigma Aldrich, USA). Reakéni ¢inidlo R1 (WTS roztok ziedény
20 krat pufrem) o objemu 200 ul se odpipetuje do plastové kyvety a ¢inidlo se inkubuje
pii teploté¢ 37 ° C po dobu 108 s. Poté bylo 20 ul vzorku odpipetovano a v 378.
sekundé byla zahajena reakce pfidanim 20 pl ¢inidla R2 (enzymového roztoku 167 krat
ziedéného pufrem). To bylo inkubovano po dobu 72 sekund a poté byla zméfena
absorbance pii A = 450 nm. Reakéni kinetika byla métena po dobu 180 s a absorbance

byla odectena kazdych 9 s.

Stanoveni metalothioneinu (MT)

Pti této metodé byla provedena diferencni pulsni voltametrickd méteni pomoci
plné automatizované aparatury (747 VA Stand, 693 VA Procesor, 695 Autosampler,
Metrohm, Svycarsko). Byl pouzit standardni potenciomat s tiielektrodovym zapojenim
a chlazenym drzakem vzorku az do 4 ° C (Julabo F25, JulaboDE ). Rtutova kapkova
elektroda (HMDE) s kapkou plose 0,4 mm? byla pracovni elektroda. Ag / AgCl / 3M
KCI elektroda byla referentni a sklenéna uhlikova elektroda byla pomocna. Pro
zpracovani dat byla pouzita VA databaze 2,2; Metrohm CH. Analyzované vzorky byly
pied méfenim zbaveny piebyteéného kysliku proplachnutim proudem argonu (99,999%)
po dobu 120 s. Byl pouzit Brdickiv pomocny elektrolyt, obsahujici 1 mM
Co (NH3)¢Cl; a 1 M amoniakového pufru (NHs; (ag) + NH4CIl, pH = 9,6). Nosny
elektrolyt byl vyménén po kazdé analyze. Parametry méfeni byly nasledujici: pocateéni
potencial -0,7 V, koncovy potencial -1,75 V, modulacni ¢as 0,057 s, ¢asovy interval 0,2
s, potencialovy krok 2 mV, modula¢ni amplituda -250 mV, Eads = 0 V, objem
vsttikovaného vzorku: 10 pl, objem méfici buiky 2 ml (10 ul vzorku, 1990 pl
Brdickova elektrolytu) - (Ktizkova a kol, 2008).

Stanoveni koncentrace selenu v ejakulatu
Koncentrace selenu byla stanovena pomoci diferenéni pulsni voltametrie pomoci
797 VA Computrace a 889 IC Sample Center (Metrohm, Svycarsko). Byl pouzit

standardni potenciomat s tielektrodovym zapojenim. Rtutova kapkova elektroda

39



(HMDE) s kapkou plose 0,4 mm® byla pracovni elektroda. Ag / AgCl / 3M KCI
elektroda byla referentni a sklenéna uhlikova elektroda byla pomocna. Analyzované
vzorky byly pred méfenim zbaveny piebytecného kysliku proplachnutim proudem
argonu (99,999%) po dobu 120 s. Parametry méfeni byly nasledujici: depozi¢ni
potencial -0,6 V, akumulaéni ¢as 200 s, pulsni amplituda 0,03 V, doba pulzu 0,05 s,
krokové napéti 0,006 V, cas krokového napéti 0,1 s, sweep rate 0,06 V / s, ¢as dosazeni
rovnovahy 30 s. Celkovy objem méftici nadoby byl 2 ml (1980 ul elektrolytu a 20 pl
vzorku). Elektrolyt pro selen byl pfipraven za pouziti 0,015 mM siranu amonného s
ptidavkem siranu méd’natého; kone¢na koncentrace CuSOj, v roztoku byla 0,05 mM. pH
tohoto elektrolytu se upravi na 2,2 pomoci kyseliny sirové. Skenovani bylo v rozmezi
potencialti -0,4 V do -0,9 V a charakteristicky pik (vrchol) selenu byl zaznamenan pii

potencialu -0,7 V.

8.1 Statistika

Udaje byly zpracovany statisticky pomoci programu STATISTICA.CZ, verze
10.0 (Ceska republika). Vysledky byly vyjadieny jako primér + smérodatna odchylka
(SD). Statisticka vyznamnost byla stanovena v ramci zkoumani zékladnich rozdili mezi
jednotlivymi vzorky pomoci ANOVA a Schéffeho metody metody (dvoufaktorova
analyza) pro parametry FRAP, FR, ABTS, GSH-Px, SOD, MT a koncentrace selenu.
Prvni odbér vzorkd byl proveden pied zafatkem experimentu a byl povazovan za

kontrolni. Rozdily s P<0,05 byly povazovany za vyznamng¢.
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9 VYSLEDKY

V pribéhu experimentu byli kanci krmeni 3,3 kg zakladni krmné smési. Kanci
byli rozdeleni do dvou skupin. Prvni experimentélni skupiné kancti bylo do krmné
davky pridavano 0,5 mg selenu (selenomethionin); 70 mg vitaminu E (alfa-tokoferol) a
350 mg vitaminu C (kyselina askorbova) na kilogram diety. Druhd skupina kanct
slouzila jako kontrolni. Této skupin¢ nebylo mnozstvi selenu, vitaminu E a C navyseno.

V pribéhu pokusu jsme zaznamenavali data z laboratornich rozbori semene
pokusnych kancl. Vysledky sledovani vlivu na biochemické ukazatele ejakulatu
(antioxidac¢ni kapacita, koncentrace selenu, aktivita enzymi) pfi jednom odbéru jsou
niZe zobrazeny na grafech ¢. 1 — 14. Na osach x jsou vyobrazeny jednotlivé odbery.
Prvni odbér byl odbér kontrolni. Tento odbér byl proveden pied podavanim
suplementované krmné smési. Dalsi tfi odbéry znazornuji, jak doplnéni diety ovlivnilo
biochemické ukazatele ejakulatu. U tietitho odbéru péti suplementovanych kanct byl
jeden vzorek ejakulatu znehodnocen a nebylo mozné jej zatadit do experimentu. Pro

hodnoceni pomoci zminénych metod byly tedy pouzity pouze 4 vzorky ejakulatu.
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FRAP

Graf ¢. 1 vyobrazuje vysledky 1. sk. kanct (suplementovani kanci) a zhodnoceni

antioxidacni aktivity pomoci metody FRAP. V grafu ¢. 1. vidime, Ze se antioxidacni

aktivita ejakuldtu zvysila ihned pfi druhém pokusném odbéru. Antioxidacni kapacita se

zvysila i v tfetim odbéru, tento odbér byl statisticky prukazny (P<0,05). Na konci

pokusu doslo k mirnému poklesu antioxidacni aktivity.

Pouzita data pro vypocet nalezneme v piiloze v Tab. ¢. 3.

SUPLEMENTOVANA SKUPINA

16,0
14,0
12,0
10,0
8,0
6,0
4,0
2,0
0,0

Antioxidaéniaktivita (GAE pg/ml)

FRAP (Ferric reducting antioxidant
potential)

10,0 4{40’1 T
/ .

A

Odbeéry

Graf ¢. 1 Stanoveni antioxidacni aktivity ejakulatu pomoci metody FRAP u

suplementované skupiny
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NESUPLEMENTOVANA SKUPINA

FRAP (Ferric reducting antioxidant potential)
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0,0
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Graf ¢. 2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity ejakulatu pomoci metody FRAP u

nesuplementované skupiny

Pfi porovnani skupiny prasat s piikrmem a bez piikrmu je vidét vliv prosttedi.
Nartist antioxidacni aktivity je pfi druhém odbéru u obou skupin podobny. Konecny
pokles pii 4. odbéru je u skupiny s doplnénou dietou nizsi. Muzeme tedy usuzovat, ze
doplnéni diety vitaminem C, E a selenem zlep$i antioxida¢ni potencial organismu na
zvySovani teplot v zacatku letnich mésicti. Tyto hodnoty vSak nejsou dostatecné

statisticky prikazné.
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FR

Graf ¢. 3 vyobrazuje vysledky 1. sk. kancti (suplementovani kanci) a zhodnoceni
antioxidacni aktivity pomoci metody volnych radikdlt. V grafu ¢. 3 vidime, Ze se
antioxidacni aktivita ejakulatu zvysovala pii kazdém dalsim odbéru. Nejvyssi
antioxidacni aktivita byla sledovana pti 4. odbéru. Na konci pokusu se antioxida¢ni
aktivita neprukazné zvysila 0 vice nez dvakrat oproti prvnimu odbéru. Muzeme z grafu
vidét, ze podavani vitaminu C, E a selenu m¢lo v tomto piipadé (hodnoceni metodou
FR) ptiznivy vliv na zvySovani antioxidacni aktivity ejakulatu.

Pouzitd data pro vypocet nalezneme v ptiloze v Tab. €. 3.

SUPLEMENTOVANA SKUPINA

Metoda volnych radikalli (Free Radicals)

200,0
180,0

160,0

140,0
120,0

100,0 Ay 107,2

80,0 - —

60,0

40’0 w—_'

20,0

0,0

Antioxidacni aktivita (GAE pg/ml )

-20,0

Odbery

Graf ¢. 3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity ejakulatu pomoci metody FR u

suplementované skupiny
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NESUPLEMENTOVANA SKUPINA

Metoda volnych radikalti (Free Radicals)

200,0

130,0
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Antioxidaéni aktivita (GAE pg/ml)

0,0

Odbéry

Graf ¢. 4 Stanoveni antioxida¢ni aktivity ejakulatu pomoci metody FR u

nesuplementované skupiny

Pti porovnani skupiny prasat s piikrmem a bez piikrmu je také vidét vliv
prostfedi. U obou skupin dochazi k postupnému mirnému zvySovani antioxidacni
aktivity v jarnich mésicich. Suplementovana skupina zvifat vSak pti 4. odbéru 1épe
reagovala zvySenim antioxidacni aktivity. Mizeme piedpokladat, ze to mize byt
zpusobeno vlivem piidavku vitaminu C, E a selenu do krmiva. Tyto hodnoty vSak

nejsou dostatecné statisticky prikazné.

45



ABTS test

Graf ¢. 5 vyobrazuje vysledky 1. sk. kanct (suplementovani kanci) a zhodnoceni
antioxidacni aktivity pomoci ABTS testu. V grafu ¢. 5 vidime, Ze se antioxidac¢ni
aktivita ejakulatu zvysila ihned pti druhém pokusném odbéru, tento trend nasledoval i
pfi tfetim odbéru a na konci pokusu doslo k poklesu antioxidac¢ni aktivity.
Na konci pokusu se antioxida¢ni aktivita neprukazné zvysila o 25%.

Pouzita data pro vypocet nalezneme v piiloze v Tab. €. 3.

SUPLEMENTOVANA SKUPINA

ABTS test

400,0

350,0

300,0 0

250,0 T . :
200,0 0‘{

150,0

100,0
50,0

Antioxidacniaktivita (GAE pg/ml )

0,0 |

Odbeéry

Graf €. 5 Stanoveni antioxida¢ni aktivity ejakulatu pomoci ABTS testu u

suplementované skupiny
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NESUPLEMENTOVANA SKUPINA

ABTS test

400,0
350,0

300,0

2933

250,0

200,0 :

150,0

100,0
50,0

Antioxidaéni aktivita (GAE pg/ml)
__ID
[
'_

0,0

Odbery

Graf ¢. 6 Stanoveni antioxida¢ni aktivity ejakulatu pomoci ABTS testu u

nesuplementované skupiny

Pti porovnani skupiny prasat s piikrmem a bez piikrmu je patrny vliv prostredi.
U obou skupin prasat je vidén nartst antioxidacni aktivity. U suplementované skupiny
je tento nartist vyssi v 2. a 3. odbéru. Opét miizeme usuzovat na vliv doplnéné krmné
davky. U nesuplementované skupiny je ve 4. méfeni viditelny narust. Toto mizeme
piipisovat tomu, ze zvifata bez piikrmu se hufe piizpusobili zviSujicim teplotam na
zacatku letnich mésicli a zviSuji antioxidacni aktivitu organismu, jako obranu pied
teplotnim stresem. Dale to pfi¢ist tomu, Ze jsme méli k dispozici velmi malou skupinu
pokusnych zvitat (n=5). Je to nejspi§ dano také individualitou organismu zvitat. Tyto

hodnoty vSak nejsou dostatecné statisticky prikazné.
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Stanoveni glutathionperoxidazy

Graf ¢. 7 vyobrazuje vysledky 1. sk. kanct (suplementovani kanci) a zhodnoceni
koncentrace glutathionperoxidazy. V grafu ¢. 7 vidime, Ze hladina glutathionperoxidazy
se zvySila ve 2. a 3. odbéru v priméru o 30%. Na konci pokusu se mnozstvi
glutathionperoxidazy snizilo oproti prvnimu odbéru o 3%. Nebyl zde zjistén statisticky
prikazny rozdil.

Pouzita data pro vypocet nalezneme v ptiloze v Tab. €. 3.

SUPLEMENTOVANA SKUPINA

Stanoveni glutathionperoxidazy (GSH-Px)

350,0

300,0

250,0

200,0
775 T~ 172,5

150,0

100,0

MnoZstvi GSH-Px (ncat)

50,0

0,0 T
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Graf ¢. 7 Stanoveni mnoZstvi glutathionperoxidazy u suplementované skupiny
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NESUPLEMENTOVANA SKUPINA

Stanoveni glutathionperoxidazy (GSH-Px)
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Graf ¢. 8 Stanoveni mnozstvi glutathionperoxidazy u nesuplementované skupiny

Pfi porovnani skupiny prasat s piikrmem a bez prikrmu je vidét vliv ptikrmu. U
obou skupin prasat je vidén nariist mnozstvi glutathionperoxidazy. U suplementované
skupiny je tento narast vyssi v 2. a 3. odbéru, miizeme usuzovat na vliv doplnéné krmné
davky. U nesuplementované skupiny je nartst v2. 3. a 4. odbéru pozvolnéjsi. U
nesuplementované skupiny ve 4. odbéru nenastal pokles.Toto mizeme piipisovat tomu,
ze zvitata bez prikrmu se huafe prizpisobili zvySujicim se teplotdm na zacatku letnich
mésicl a zvySuji antioxidacni aktivitu organismu, jako obranu pfed teplotnim stresem.
Dale to miizeme pficist tomu, ze jsme méli k dispozici velmi malou skupinu pokusnych
zvitat (n=5). Je to nejspi§ dano také individualitou organismu zvifat. Tyto hodnoty v§ak

nejsou dostatecné statisticky pritkazné.
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Stanoveni superoxiddismutazy

Graf ¢. 9 vyobrazuje vysledky 1. sk. kanct (suplementovani kanci) a zhodnoceni
stanoveni superoxiddismutazy. V grafu ¢. 9 vidime, ze hladina superoxiddismutazy
zvysila ve 2. a 3. odbéru. Na konci pokusu se mnozstvi superoxiddismutazy Snizilo
oproti prvnimu odbéru o 41%. Nebyl zde zjistén statisticky prikazny rozdil.

Pouzita data pro vypocet nalezneme v piiloze v Tab. €. 3.

SUPLEMENTOVANA SKUPINA

Stanoveni superoxiddismutazy (SOD)
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Graf ¢. 9 Stanoveni mnozstvi superoxiddismutazy u suplementované skupiny
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NESUPLEMENTOVANA SKUPINA

Stanoveni superoxiddismutazy (SOD)
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Graf ¢. 10 Stanoveni mnozstvi superoxiddismutazy u nesuplementované skupiny

Pfi porovnani skupiny prasat s ptikrmem a bez prikrmu je vidét vliv prostiedi. U
obou skupin je viditelna nartst ve 2. a 3. méfeni hladiny SOD. Pokles u suplementované
skupiny ve 3. odbéru je nizsi nez u nesuplementované skupiny, pti¢itame to vlivu krmné
davky. U 4. odbéru je vidét pokles u obou skupin, u nesuplementované skupiny je
pokles nizsi, nejspisSe vlivem individualit zvitat, tento trend vidime i1 u ptedchozich
metod ABTS a GSH-Px. Muzeme piedpokladat, Ze je to zplsobeno tim, Ze jsme méli

k dispozici velmi malou skupinu pokusnych zvifat (n=5). Tyto hodnoty vSak nejsou

dostatecné¢ statisticky prikazné.

51



Stanoveni metalothioneinu

Graf ¢. 11 vyobrazuje vysledky 1. sk. kancl (suplementovani kanci) a
zhodnoceni stanoveni metalothioneinu. V grafu ¢. 11 vidime, Ze ve 2. a 4. odbéru doslo
ke zvyseni koncentrace metalothioneinu. Ve 4. odbéru bylo zvyseni oproti 1. odbéru o
18%.

Pouzita data pro vypocet nalezneme v piiloze v Tab. €. 3.

SUPLEMENTOVANA SKUPINA

Stanoveni metalothioneinu
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Graf ¢. 11 Stanoveni mnozstvi metalothioneinu u suplementované skupiny
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NESUPLEMENTOVANA SKUPINA

Stanoveni metalothioneinu
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Graf ¢. 12 Stanoveni mnozstvi metalothioneinu U nesuplementované skupiny

Pfi porovnani skupiny prasat s piikrmem a bez piikrmu neni ziejmy vliv
prostiedi ani vliv pfikrmu u suplementované skupiny. Kiivka hodnot je ptiblizné stejna,
rozdily mezi jednotlivymi méfenimi v danych skupindch jsou podobné. MlzZeme fici, Ze
vtomto piipadé suplementace krmiva nijak vyrazné neovlivnila hodnoty
metalothioneninu a ani tyto vysledky nejsou statisticky prikazné stejné jako u

piedchozich metod.
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Stanoveni koncentrace selenu

Graf ¢. 13 vyobrazuje vysledky 1. sk. kancl (suplementovani kanci) a
zhodnoceni stanoveni koncentrace selenu. V grafu ¢. 13 vidime, Ze pfi podavani selenu
v dané davce se koncentrace selenu v ejakulatu vyrazné neménila. Pouze ve tfetim
odbéru doslo k mirnému zvyseni pouze o 1,4%.

Pouzita data pro vypocet nalezneme v ptiloze v Tab. ¢. 3.

SUPLEMENTOVANA SKUPINA

Stanoveni koncentrace selenu
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£
2 20,0
2 .
- T T

@ 150 T 139 32 it f 13,9
Z 10,0
a
g
S 50
o
s 00

1 2 3 i

Odbery

Graf ¢. 13 Stanoveni koncentrace selenu u suplementované skupiny
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NESUPLEMENTOVANA SKUPINA

Stanoveni koncentrace selenu
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Graf ¢. 14 Stanoveni koncentrace selenu u nesuplementované skupiny

Pfi porovnani méteni jsme nezaznamenali vliv prostiedi ani vliv suplementované
krmné davky. Ktivka hodnot je ptiblizné¢ stejnd, rozdily mezi jednotlivymi méfenimi
v danych skupinach jsou podobné. U nesuplementované skupiny byl ve 4. mefeni
viditelny narast hladiny selenu, coz prisuzujeme opét pouze individualitdim organismu
zvitat. Vzhledem k tomu, Ze pokus byl proveden i v letnich mésicich (pfedevsim 4.
odbér), je mozné pocitat s vyskytem teplotniho stresu u zvirat. Tento teplotni stres mohl

ovlivnit nase vysledky. Ani zde nejsou namétené hodnoty statisticky prukazné.
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10 DISKUZE

Vyznamem selenu a dalSich doplnki krmiv prasat se zabyvala jiz celd fada
studii. Nase experimentalni skupina zvifat dostala pfidavek selenu v organické formé
jako selenomethionin, vitaminu E (alfa-tokoferol) a vitaminu C (kyselina askorbova).
Pokus byl zahajen na jafe a vrcholil v letnim obdobi, kdy byl zaznamenan narust teplot,
ale sledovanim teploty staje nebyl narusen wellfare zvitat.

Z praci zabyvajicich se pusobenim selenu na ejakulat kanci mizeme zminit
pract KOLODZIEJ a JACYNO (2005), kteti sledovali vliv selenu na reprodukéni
vykonnost mladych kancti. Pfi chovu kancti bylo prokazano, ze vys$$i hladiny
organického selenu a vitaminu E v krmné davce (0,5 mg Se + 60 mg vitaminu E ve
srovnani s 0,2 mg Se + 30 mg vitaminu E/ kg) zlepsuji kvalitu spermatu. Kanci
Z experimentalni skupiny vykazovali vyznamné vys$i koncentraci spermii ve srovnani
s kontrolni skupinou. AvSak aktivita GSH-Px byla vySsi v kontrolni skupiné pokusu.
V naSem piipadé aktivita GSH-Px narostla naopak u suplementované skupiny ve 2. a 3.
odbéru o 30 % a mizeme usuzovat na vliv doplnéné krmné davky. U nesuplementované
skupiny je nartist v 2., 3. a 4. odbéru pozvoln¢jsi. U nesuplementované skupiny ve 4.
odbéru nenastal pokles. Toto miizeme piipisovat tomu, ze zvitata bez prikrmu se htife
piizpisobila zvySujicim se teplotam na zacatku letnich mésicti a zvySuji antioxida¢ni
aktivitu organismu, jako obranu pied teplotnim stresem. Také miizeme fici, Ze 1 pomoci
dalSich metod urceni antioxidac¢ni aktivity organismu (FRAP, FR, ABTS test) a pomoci
stanoveni superoxiddismutazy a metalothioneinu jsme dosli k zavéru, ze suplementace
diety zvysi antioxida¢ni aktivitu oproti kontrolni skupiné zvitat, pfedev§im v koncovych
odbérech, kdy suplementovana skupina vykazovala nizsi pokles aktivity.

Zavéry LOVERCAMPA (2013) ukazuji, ze dlouhodobé dopliovani bazdlni
diety organickym nebo anorganickym selenem neovlivni mnozstvi spermatu nebo
kvalitu spermii u Cerstvého semene, ani nema zadné pozitivni u¢inky na skladované
sperma. Suplementace neovlivnila objem, koncentraci, pocet vSech spermii v ejakulatu,
motilitu spermii, progresivni motilitu, morfologii, peroxidaci lipida, ani aktivitu
glutathionperoxidazy. Suplementace diety organickym zdrojem selenu, ve srovnani
s anorganickym zdrojem, pozitivné ovlivnila pohyblivost spermii U kancti vystavenych
Castému insemina¢nimu rezimu a schopnost spermii zlstat Zivotaschopnymi b&hem

dlouhodobého skladovani. V naSem piipadé doplnéni organického selenu mélo vliv na
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aktivitu GSH-Px, ktera narostla u suplementované skupiny ve 2. a 3. odbéru o 30 %
a muzeme usuzovat na vliv doplnéné krmné davky.

Pii pokusech s krmenim organického selenu a kyseliny listové na zlepSeni
kvality spermatu, antioxidacni stav a reprodukéni znaky kraliktt béhem tepelného stresu
se ukazalo, ze organicky selen a kyselina listova se zdaji byt zdsadni pro reprodukcni
vykonnost kralikti pod silnym stresem z horka v prubéhu letni sezony. Zlepsila se
kvalita spermatu, biochemické znaky seminalni plazmy a antioxida¢ni status (KAMEL,
2012). Mizeme fici, ze vzhledem k tomu, Ze posledni odbéry naseho experimentu
probihaly v letnich mésicich a u suplementované skupiny byl v tomto odbéru vétSinou
pokles aktivity niz§i, nez u kontrolni skupiny, mize mit doplnéni diety organickym
selenem, vitaminem E a C vliv na zlepSeni antioxidacni aktivity organismu zvifat.

YOUSEF (2003) zjistoval ucinky suplementace kyseliny askorbové, vitaminu E
a jejich kombinace v pitné vodé na vlastnosti spermatu, peroxidaci lipida a enzymy
v semenné plazmé dospélych samcu kraliki. Ve vysledku se zvysil objem ejakulatu,
koncentrace spermatu, celkova produkce spermatu, index pohyblivosti spermii,
pocatecni koncentrace vodikovych ionti (pH), a pocatecni koncentrace fruktozy ve
spermatu. U lécenych zvifat se vyznamné snizil pocet abnormalnich spermii. Vysledky
z této studie vyplyva, Ze suplementace pitné vody antioxidanty - kyselinou askorbovou,
vitminem E a jejich kombinaci snizuje tvorbu volnych radikali a mtze zlepsit kvalitu
kraliciho spermatu. Doplnéni diety vitaminem E a C, mize mit také u kanct pozitivni
dopad na antioxiad¢ni aktivitu organismu zvirat. V naSem experimentu jsme pfi
porovnavani hladiny antioxidanti nékolika metodami dosli k zavéru, ze
suplementovand skupina zvifat zvySila svou antioxidac¢ni aktivitu. Ve vétSiné pokust
doslo k nartistu aktivity ihned pii druhém odbéru a koncovy Ctvrty odbér vykazoval
niz8i pokles nez u nesuplementované skupiny.

Z nov¢jSich praci se plisobenim antioxidanti na zmraZzené sperma zabyva napf.
SARIOZKAN (2014). Tvrdi, 7e antioxidanty snizuji u rozmrazeného spermatu
poskozeni akrozomil a snizuji pocet abnormalnich spermii. V naSem pokusu doslo ke
zvySeni antioxidacni aktivity, tedy mizeme piedpokladat, ze pfi hodnoceni kvality
ejakulatu bychom mohli dojit k pozitivnim vysledklim, co se morfologickych ukazatelt
tyce.

Studie KUMAR a kol. (2014) byla provedena za Uc¢elem zkoumani u¢inkt
suplementace zinku a selenu na kvalitu spermatu dvanacti koz s prokdzanou plodnosti.

Experimentalni zvifata byla ndhodné rozdélena do dvou skupin po Sesti bez
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suplementace (kontrolni skupina), nebo se suplementaci 150 mg/L siranu zine¢natého
a 0,50 mg/L, selenanu sodného (testovaci skupina). Sperma bylo odebirano ve dnech 0,
60, 75, 90 a 105. V kontrolni skupin¢ se neprokazala zadna vyznamna zména, nebyla
pozorovana zména kvality spermatu v prabéhu sledovaného obdobi. V testované
skuping se kvalita spermatu zlepsila, vyznamné (P <0,05) se zvysil objemu ejakulatu,
progresivni pohyblivosti, pocet spermii, procento zivych spermii, akrozomalniho
integrita a poklesl pocet abnormalnich spermii pfi odbéru v 60. dni experimentu.
Vyznamné (P <0,05) zvySeni motility bylo pozorovano jen pifi odbéru ve 105. dni ve
srovnani s odbérem 0. dne. Usuzuji tedy, Ze suplementace zinku a selenu muize zlepsit
kvalitu spermatu u koz. Doplnéni selenu v nasem piipadé vyrazné nezménilo
koncentraci selenu v ejakulatu u kanct Vv pribéhu experimentu. Vzhledem Kk tomu
muzeme usuzovat, Ze stald hladina selenu v souvislosti se zjiSténou zvySenou
schopnosti antioxida¢ni aktivity bude mit pfiznivy dopad na kvalitu ejakulatu,
antioxidacni kapacitu a aktivitu enzymn.

Ve studii PETRUJKIC (2014) bylo cilem zjistit, jak doplnéni diety pomoci
anorganického a organického selenu ovliviluje koncentrace selenu a glutathion
peroxidazy v krvi a spermatu pohlavné¢ zralych kanct. Bylo pouzito 24 prasat (plemena
Large White, Landrace, Pietrain a Duroc) optimalniho chovného véku (v praméru 2,5
rok staré). Studie trvala 90 dnli. Tyto kanci byli ndhodné rozdéleni do jedné ze tii
dietnich skupin: T1 = kontrolni; bez ptidavku selenu (n = 8 kancti), T2 = piidano 0,3
mg/L anorganického selenu (seleni¢itan sodny, Microgran ® Se 1% BMP) - (n = 8
kancii), a T3 = pfidano 0,3 mg/L organického selenu (selenem obohacené kvasnice, sel-
Plex 2000 ®) - (n = 8 kancti). Koncentrace selenu byla stanovena v krvi a spermatu,
zatimco aktivita glutathion peroxidazy (GSH-PX) byla méfena v krevni plazmé
a spermatu. Za uc¢elem méfeni aktivity GSH-Px v spermatu, byla provedena reaktivace
V nesuplementované skupiné¢ kanct. GSH-Px aktivita v krevni plazmé byla vyssi
U kanc krmenych organickym selenem nez u kanci bez suplementovaného selenu.
Zatimco doplnéni seleniCitanu sodného vyrazné zvysilo PHGPXx aktivitu kanciho
spermatu. NejvySsi koncentrace selenu ve spermatu na konci studie byla stanovena ve
skupiné kanct suplementovanych organickym selenem, o néco niz8i byla u kanct
suplementovanych anorganickym selenem, a nejniz§i ve skupiné kancli bez
suplementovaného selenu. Jediny podstatny rozdil mezi doplnénim seleniCitanu a selenu

obohacenym kvasnicemi byl zaznamendn v koncentraci selenu ve spermatu. Doplnéni
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selenu ovlivnilo kvalitu spermatu kvality a organicky selen zlepSil progresivni
pohyblivost spermii a zvysil jejich odolnosti v hypoosmoticky a tepelnych testech.
Schopnost uchovani kratkodobé konzervovaného spermatu byla zlepSena ptidanim
organického selenu. Organicky selen spolu s vitaminem C a E v naSem experimentu
také pozitivné ovlivnil sledované ukazatele. Pfi porovnani skupiny prasat s ptikrmem
a bez ptikrmu byl poznat vliv ptikrmu. U suplementované skupiny je nartist GSH-Px
vyssi ve 2. a 3. odbéru o 30%, mizeme usuzovat na vliv doplnéné krmné davky.
U nesuplementované skupiny je nartist GSH-Px ve 2. 3. a 4. odbéru pozvolnéjsi.
U nesuplementované skupiny ve 4. odbéru nenastal pokles. To miizeme ptipisovat
tomu, ze zvifata bez ptikrmu se hlfe prizptisobila zvySujicim teplotdm na zacatku
letnich mésicli a zvySuji antioxidacni aktivitu organismu, jako obranu pied teplotnim
stresem. Dale to mizeme pticist tomu, Ze jsme méli k dispozici velmi malou skupinu
pokusnych zvifat (n=5). Je to nejspiS dano také individualitou organismu zvifat. Tyto
hodnoty vSak nejsou dostatecné statisticky prikazné.

Z letosnich praci miZzeme jeSté zminit GIARETTA a kol. (2015), jehoZ cilem
bylo zhodnotit, jak doplnéni redukovaného glutathionu (GSH) a kyseliny 1-askorboveé
(KA) ovlivni kvalitativni parametry rozmrazeného kan¢iho spermatu. Za timto ucelem
byly pouzity vzorky spermatu 12 ejakulati pochéazejicich od 12 kancti. Kazdy ejakulatu
byl rozdélen do sedmi stejnych ¢asti, do kterych bylo ptidano 5 mM GSH a 100 uM KA
a to bud’ samostatné, nebo spole¢né¢ ve dvou raznych krocich. Byly hodnoceny rtzné
parametry spermii (hladiny volnych zbytkii cysteinu ve spermatu, Zivotaschopnost
spermatu, akrozomalni membranova integrita, urovenn ROS (reactive oxygen species —
reaktivni formy kysliku) a celkova motilita. Tyto parametry byly hodnoceny pied
zmrazenim a ve 30. a 240. minuté po rozmrazeni. Jak GSH tak KA vyrazné zlepsily
cryotoleranci kancich spermii, pokud byly oddélen¢ ptidany do médii. AvSak nejvétsi
zlepSeni bylo zaznamenano, kdyZ bylo doplnéno 5 mM GSH a navic 100 uM KA. Toto
zlepSeni bylo pozorovano u zZivotaschopnosti spermii a akrozomalni integrity,
pohyblivosti spermii a nukleoproteinové struktury. Tato kombinace vyrazné snizila
intracelularni hladiny peroxidu, ale neméla Zadny dopad na troven superoxidu. Podle
vysledkli miizeme konstatovat, Ze doplnéni GSH a KA kombinované, mé ptiznivy vliv
na rozmrazené kanc¢i sperma. V pokusu, ktery jsme zkoumali, jsme dosli také k zavéru,
7ze podavani kyseliny askorbové (v kombinaci s vitaminem E a selenem), zvysi
antioxida¢ni status organismu zvifat a tim tedy mliZze napomoci k zachovani ¢i dokonce

zlepSeni kvality ejakulatu.
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Dalsi aktudlni studie (MARTINS, 2015) hodnotila uc¢inky krmeni organickym
selenem na morfologii spermii, pohyblivost, membranovou integritu a lipidovou
peroxidaci a také na spermatickou ATP a fosfolipidovy hydroperoxid a GSH-Px
v Cerstvém spermatu dospélych kancti. Dvanact kanci bylo rozdéleno do tii skupin:
Kontrolni skupina; 0,3 mg/L seleni¢itanu sodného, anorganicka skupina; 0,5 mg/L
selenicitanu sodného a organicka skupina; 0,5 mg/L selenem obohacenymi kvasnicemi
po dobu 11 tydnti. Organicka forma prezentovala vyssi celkovy pocet spermii (P <0,05)
ve srovnani s anorganickou skupinou. Nicméné nebyl zaznamenan Zadny rozdil, pokud
jde o objem, koncentraci spermii, membranovy potencidl, mitochondrialni ATP test
a koncentraci selenu v semenném a krevnim objemu. RovnéZ nebyl pozorovan Zadny
rozdil v motilité, morfologii a membranové peroxidaci. PHGPx (phospholipid
hydroperoxide glutathione peroxidase) byla ovlivnén (P <0,05) pouze v organické
suplementaci. Shrneme-li vysledky, organicky selen neovlivnil Zadnou z analyzovanych
klicovych vlastnosti ve spermatu, s vyjimkou PHGPx a celkového poctu spermii. Taktéz
muzeme porovnat, Ze 1 u nas organicky selen (v podob¢ selenomethioninu) zptsobil
narust mnozstvi GSH-Px oproti kontrolni skupiné. Pii vét$iné testd se zvysila hladina
zkoumanych antioxidantii a celkové zvirata Iépe reagovala na teplotni stres vlivem
zacatku letnich mésici.

SHI (2010) zaméfil sviij vyzkum na ucinky nanoselenu na testikularni
ultrastruktury, kvalitu spermatu a GSH-Px aktivitu u kozli. Vysledky ukazaly, ze
testikularni iroven Se, spermatickda GSH-Px a aktivita ATP ve skupiné suplementované
nanoselenem se vyrazné zvysily. Kvalita spermatu (objem, hustota, pohyblivost a pH)
nebyla ovlivnéna. Byla poSkozena membrana spermii a vyskytly se abnormality
vV mitochondriich spermii. Skupiné¢ kozli byla podavana smés suplementovand selenem
v davce 0,3 mg/kg. Kontrolni skupina kozlii pfijimala nesuplementovanou krmnou smes
(pouze s ptirozenym mnozstvim selenu 0,06 mg/kg). Pokus trval celkem 12 tydnd.
Vidime, ze i zde doplnéni selenu ovlivnilo piiznivé spermatickou GSH-PX, k ¢emuz
doslo 1 v nasem piipadé. Nesuplementovana skupina se hiie piizpisobovala zménam
teplot za zacatku léta. Suplementovana skupina tedy dosahla primérného zvySeni
antioxida¢ni aktivity béhem 2. a 3. odbéru a pfesto, Ze pii poslednim odbéru doslo
K mirnému poklesu, nebyl tak vyrazny, ajko u nesuplementované skupiny.

Ne&kolik studii zabyvajicich se experimenty se selenem provedli také MARIN-
GUZMAN a kol. (1997, 2000). V roce 1997 hodnotili vliv selenu v doplnéni diety

kanct na kvalitu ejakulatu, koncentraci spermii a aktivitu GSH-PX. Pro experiment bylo
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pouzito 192 kanct (kiizenci Landrace x Yourkshire x Duroc), kteti byli rozdéleni do
dvou skupin. Prvni kontrolni skupiné zvifat nebyl selen v krmné davce navySen.
Pokusné skupiné byl ptidavan do krmné davky organicky selen v koncentraci 0,5 mg/kg
krmné smési (kvasnice obohacené selenem). Pokus byl provadén po dobu 16 tydna.
Suplementované skupin¢ kanct se zvysila koncentrace spermii o 15 % a aktivita GSH-
Px vzrostla o 114 % v porovnani s kontrolni skupinou kanci (P < 0,01),

u seminalni plazmy o 306,5 % (P < 0,01) a spermie mély o 68,7 % vyssi aktivitu
V porovnani s kontrolni skupinou kancii. Koncentrace selenu byla v celkovém ejakulatu
u pokusné skupiny zvifat vice nez ctyfikrat vyssi (P < 0,01). Dle vysledkii autofi
usoudili, ze se mnozstvi GSH-Px u kancii v seminalni plazmé zvysuje s vékem
pokusnych zvifat. V nasem pokusu bylo vysledkem zjisténi, Ze u suplementované
skupiny také vzrostla aktivita GSH-PX ve 2. a 3. odbéru v praiméru o 30%. Na konci
pokusu se mnozstvi glutathionperoxidazy snizilo oproti prvnimu odbéru o 3%. Pfi
porovnani méfeni jsme nezaznamenali vliv prostiedi ani vliv suplementované krmné
davky. U nesuplementované skupiny byl ve 4. meteni viditelny nartst hladiny selenu,
coz piisuzujeme opét pouze individualitim organismu zvitat. Vzhledem k tomu, zZe
pokus byl proveden i v letnich mésicich (predevSim 4. odbér), je mozné pocitat
s vyskytem teplotniho stresu u zvirat. Tento teplotni stres mohl ovlivnit nase vysledky.
Ani zde nejsou namétené hodnoty statisticky prukazné.

V roce 2000 navazali s podobnym experimentem, kdy doplnovali prasatim do
krmné smési selen o koncentraci 0,5 mg/kg KS v organické formé a kontrolni skupina
méla smés bez pridavku selenu. Celkem bylo do pokusu zatazeno 61 kancti a selen byl
dodévan jiz od 28. dne v€éku. Hlavnim cilem bylo pozorovani, jaky bude mit tato krmna
sestava vliv na spermatogenezi v prib&éhu zivota kancti. V 5. a 6. mésici byl
U suplementovanych prasata pozorovan zvySeny pocet spermii, avSak nebyl statisticky
prikazny. Prikazné zvySeni koncentrace spermii bylo prokdzano az v 9. mésici (P <
0,05) a 18. mésici (P < 0,01) u suplementované skupiny.

Pro zajimavost mizeme zminit i pokus s u¢inkem suplementace selenu a vliv na
kvalitu ejakulatu u lidi. Tento problém zkoumali ve své studii SCOTT a kol. (1998).
Pokus byl proveden na 69 pacientech, ktefi byli rozdéleni do tii skupin. Prvni skupina
byla kontrolni, druhd skupina piijimala dietu obohacenou selenem a posledni skupina
ptijimala dietu s pfidavkem selenu, vitaminu A, C a E. Pokus trval celkem 3 mésice.

U obou skupin doplnénych selenem se zvySila plazmatickd koncentrace selenu
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a pohyblivost spermii. Koncentrace spermii nebyla ovlivnéna. Schopnost vitamini

ovlivnit vysledky nebyla prokazana.
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11 ZAVER

V experimentu, ktery jsme provedli, byly sledovany biochemické ukazatele
ejakulatu (antioxidaéni kapacita, koncentrace selenu, aktivita enzymti) kanci plemene
Duroc. V pribéhu pokusu jsme zaznamendvali data z laboratornich rozbori semene.
Vzorky byly hodnoceny metodami FRAP, FR, ABTS test, a byla stanovena hladina
glutathionperoxidézy, superoxiddismutazy, metalothioneinu a koncentrace selenu.

Kanci byli krmeni 3,3 kg zékladni krmné smési a byli rozdéleni do dvou skupin.
Prvni experimentalni skupiné kanc bylo do krmné davky ptidavano 0,5 mg selenu
(selenomethionin); 70 mg vitaminu E (alfa-tokoferol) a 350 mg vitaminu C (kyselina
askorbovd) na kilogram diety. Druhd skupina kancl slouzZila jako kontrolni. Této
skupin€ nebylo mnozstvi selenu, vitaminu E a C navySeno.

Pti hodnoceni metodou FRAP se antioxida¢ni kapacita se vyznamné zvysila ve
ttetim odbéru (P<0,05). Pfi hodnoceni metodou FR se antioxidaéni aktivita ejakulatu
zvySovala pfi kazdém dalSim odbéru. Nejvyssi antioxidacni aktivita byla sledovana pii
4. odbéru. Na konci pokusu se antioxidacni aktivita neprikazné zvysila vice nez dvakrat
oproti prvnimu odbéru. Pomoci ABTS testu jsme dosli k vysledkim, kdy se
antioxidacni aktivita ejakulatu zvysila ihned pii druhém pokusném odbéru, tento trend
nasledoval i1 pii tfetim odbéru a na konci pokusu se antioxida¢ni aktivita neprukazné
zvySila o 25%. Stanoveni  glutathionperoxiddzy  ukdzalo, Ze hladina
glutathionperoxidazy se zvysila ve 2. a 3. odbéru v priméru o 30%. Na konci pokusu se
mnozstvi glutathionperoxiddzy sniZilo oproti prvnimu odbéru o 3%. Pfi stanoveni
superoxiddismutdzy se jeji hladina zvysila ve 2. a 3. odbéru. Na konci pokusu se
mnozstvi superoxiddismutazy snizilo oproti prvnimu odbéru o 41%. Pomoci stanoveni
metalothioneinu jsme zjistili, Ze ve 2. a 4. odbéru doslo ke zvyseni jeho koncentrace.
Ve 4. odbéru bylo zvySeni oproti 1. odbéru o 18%. Nakonec, pii stanoveni koncentrace
selenu, jsme zaznamenali, Ze pii podavani selenu v dané davce se koncentrace selenu
Vv ejakulatu vyrazné neménila. Pouze ve tietim odbéru doslo k mirnému zvySeni pouze o
1,4%.

Muzeme tedy usuzovat, ze doplnéni diety vitaminem C, E a selenem zlepsi
antioxidani potencial organismu na zvySovani teplot v zacatku letnich mésict.
Miuzeme predpokladat, Ze sledovany pokles aktivity pfi koncovych odbérech by bez

suplementace mohl byt jesté vétsi. Miizeme usuzovat, Ze zvitata bez piikrmu se hlie
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ptizpisobila zvySujicim se teplotam na zacatku letnich mésicti a ve vétSin€ ptipadi
sama zvySuji antioxida¢ni aktivitu organismu, jako obranu pted teplotnim stresem. CoZz
je ale také zavislé na individualité organismu zvifat. Doplnéni diety jim tedy pomtze
zlepsit antioxidacni aktivitu organismu. Do sledovanych veli¢in, které suplementace
diety nijak vyrazné¢ neovlivnila, mizeme zafadit metalothionein a hladinu selenu.
Kfivka hodnot byla pfiblizné stejnd, rozdily mezi jednotlivymi méfenimi v danych
skupinéch jsou podobné. Naméfené hodnoty vSak vétSinou nebyly statisticky prikazné.
Zjisténé skuteCnosti by mohly byt dobrym pocatecnim krokem pro Sirsi
zkoumani dané problematiky. Jak z odborné literatury, tak z nasich vysledkti vidime, Ze
suplementace diety zvifat mize mit pozitivni dopad na organismus. Toho by nasledné
mohlo byt vyuZito pro dalSi zkvalitnéni chovu hospodaiskych zvifat a optimalizaci

produkce.
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13 SEZNAM ZKRATEK

Se - selen

GSH-Px - glutathionperoxiddza

ATP — adenosintrifosfat

KA - kyselina askorbova

DNA - deoxyribonukleova kyselina

AA-2G - kyselina 2-glukosid askorbova

ROS - reactive oxygen species — reaktivni formy kysliku
RNS - reactive nitrogen species reaktivni formy dusiku
KRL - kit radical libres

FRAP - Ferric reducting antioxidant power

FR - Free Radicals

NADPH - nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase
SOD - superoxiddismutaza

MT - metalothionein

PHGPx - phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase
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14 SEZNAM GRAFU

Graf ¢. 1 Stanoveni antioxidacni aktivity ejakulatu pomoci metody FRAP u
suplementované skupiny

Graf ¢. 2 Stanoveni antioxidacni aktivity ejakulatu pomoci metody FRAP u
nesuplementované skupiny

Graf ¢. 3 Stanoveni antioxidacni aktivity ejakulatu pomoci metody FR u
suplementované skupiny

Graf ¢. 4 Stanoveni antioxidacni aktivity ejakulatu pomoci metody FR u
nesuplementované skupiny

Graf ¢. 5 Stanoveni antioxidacni aktivity ejakulatu pomoci ABTS testu u
SUplementované skupiny

Graf ¢. 6 Stanoveni antioxidacni aktivity ejakulatu pomoci ABTS testu u
nesuplementované skupiny

Graf ¢. 7 Stanoveni mnozstvi glutathionperoxidazy u suplementované skupiny

Graf ¢. 8 Stanoveni mnozstvi glutathionperoxidazy u nesuplementované skupiny

Graf ¢. 9 Stanoveni mnozstvi superoxiddismutazy u suplementované skupiny

Graf ¢. 10 Stanoveni mnoZstvi superoxiddismutazy u nesuplementované skupiny

Graf ¢. 11 Stanoveni mnozstvi metalothioneinu u suplementované skupiny

Graf ¢. 12 Stanoveni mnozstvi metalothioneinu u nesuplementované skupiny

Graf ¢. 13 Stanoveni koncentrace selenu u suplementované skupiny

Graf ¢. 14 Stanoveni koncentrace selenu u nesuplementované skupiny
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15 PRILOHY

Tabulky

Tabulka ¢. 1: Slozeni krmené smési pro kance
Tabulka ¢. 2: Slozeni premixu pro kance (0,5%)
Tabulka ¢. 3: Nameérené hodnoty suplementované skupiny pri jednotlivych odbérech

Tabulka ¢. 4. Namérené hodnoty nesuplementované skupiny pri jednotlivych odbérech
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Komponenta %a zastoupeni

Jetmen zrno 36,00
Pienice zmo 2036
Orves zimo 20,00
Sojovy extrahovany Srot 1430
EEPOT 3.00
Bergafat 210
Uhliéitan vapenaty 1.30
Meonodikalemmfosfat 1.20
Mineralné vitaminozni premx (0.3 %a) 0.50
Chlorid sodny 0.40
Omxid hofecnaty 0.15
L-Lyzin HC1 0,14
L - Threonin 0.09
Methionin DL 0.06

www.delikapet c=) - biskvitova moucks

Tab. 1: Slozeni krmné smési pro kance

Parametr Jednotka Mnozstvi
Vit A mj. 3 000 000
Vit.D; mj. 400 000
Alfatokoferol mg 20020
Vit.B, mg 500
Vit.B; mg 1200
Vit B mg 800
Vi i‘.B1 2 mg 6
Vit K; mg 600
/it.C mg 16 000
Biotin mg 70
Ky=selina listova mg 200
Niacinanud mg 8 000
Pentotenan vapenaty mg 4 000
Cholin-chlorid mg 55200
Betain mg 26 500
Butylhydroxy-toluen mg 400
Ethoxyquin mg 180
Cu - ve formé siramu méd'natého pentahydratu mg 2883
Zn - ve formé oxidu zinecnatého mg 19976
Mn - ve formé oxidu manganatého mg 19 760
Fe - ve formé uhlic¢itann-Zeleznatého mg 23625
I - ve forme jodidu draselného mg 229
Co - ve formé siranu-kobaltnatého heptahydratu mg o1
Se — ve formé selenomethionimm mg 60
Lyzin ve formé I-Lyzin monohydrochlorid g 226
nosic ad. - pfeniéna krmna mouka, uhlicitan vapenaty kg 1

Tab. 2: Slozeni premixu pro kance (0,5%)
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