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Vliv opakovaného zchlazeni inseminacnich davek byka na

zastoupeni Zivych spermii
Souhrn

Cilem této diplomové prace bylo zhodnoceni relativniho zastoupeni zivych spermii
Vv inseminaéni davce bykt po opakovaném zchlazovani.

V experimentalni ¢asti je popsana charakteristika inseminacni stanice 1 bykl
a metodika odbéru ejakulatu vcetné jeho obohaceni 4%, 6% a 8% LDL — cholesterolem),
pfed zamrazenim a pievozem do univerzitni laboratofe. Zde byly vzorky nafedény
komer&nimi fedidly AndroMed® a Bioxcell®. Poté byly roztoky fedidel, LDL a ejakulatu
podrobeny chladovému Soku po rozmrazeni, dvouhodinovému tepelnému testu a druhému
chladovému Soku. Posléze byly v roztocich mikroskopicky zjistény podily ptezivSich spermii
pomoci eosin-nigrosinovému barveni. Vysledky byly zhodnoceny pomoci statistického
programu, diky némuz byly ureny vyznamné efekty majici vliv na podil zivych spermii
obsazenych v davce.

Ve wvysledcich jsou popsany rozdily mezi jednotlivymi fedidly, ptidavky
LDL — cholesterolu a byky. Tyto vysledky jsou v ¢asti diskuze porovnavany s jiz diive
provedenymi pokusy.

V rameci hodnoceni jednotlivych aspektd vychazi z fedidel 1épe AndroMed®,
z ptidavkll LDL se jako nejstabilnéjsi z pohledu pfezitelnosti spermii v prubéhu experimentu
8% LDL, pro dvojité zchlazeni jej vSak doporucit nelze. Dobrych vysledkii bylo také
dosazeno ptidavkem obsahujici 4% LDL, diky kterému byla zachovana vys$i ptezitelnost
spermii po druhém chladovém Soku. Déale byl prokézan statisticky vyznamny efekt byka
(P < 0,001), jez lze pokladat za velmi vyznamny faktor. Je vSak jesté¢ nutné provést dalsi
vyzkumy, jez zpiesni, jaka koncentrace ptidavku LDL — cholesterolu je v ramci ochrany
spermii pfed vykyvy teploty nejefektivnéj$i. Bez uvazeni pfidavku LDL a typu fedidla nelze
jednozna¢né zarucit miru piezitelnosti spermii bykd, jelikoz je ta dana riznymi biologickymi

faktory.

Kli¢ova slova: konzervace, uméla inseminace, fedidlo, chladovy a tepelny test, spermie



Effect of repeated cooling of bulls insemination doses on

living sperm abundance

Summary

The aim of this thesis was to evaluate the relative abundance of living sperm in the
bulls insemination dose after repeated chilling.

Experimental section describes the characteristics of AIC (artificial insemination
center) and bulls and ejaculate sampling methodology including its enrichment of 4%, 6% and
8% LDL — cholesterol) before freezing and transporting to the university laboratories. Here,
samples were diluted with commercial extenders AndroMed® and Bioxcell®. Then, the
mixture of extenders, LDL — cholesterol and semen were subjected to cold shock after
thawing, two-hours-lasting heat test and second cold shock. Afterthat, survival rates were
determined in these solution by microscopical observation using eosine-nigrosine staining.
The results were evaluated by the statistical program through which significant effects
affecting the proportions of living sperm in the batch were determined.

Within results, differences between extenders, additives, LDL — cholesterol and bulls
are described. These results are compared in discussion section with the previously made
experiments.

Within individual aspects, it can be concluded that AndroMed® is in general better
extender and the most stable in term of survivability of living sperm is 8% LDL — cholesterol
addition, however, it cannot be recommended for double chilling. Good results were also
achieved by the addition of 4% of LDL - cholesterol through which a higher sperm
survivability after second cold shock was maintained. In addition, a statistically significant
effect of the bull (P <0,001), which can be considered as a very important factor, was proved.
However, it is still necessary to carry out further research to refine what concentration of
LDL — cholesterol is the most effective for protecting sperm against temperature fluctuations.
Without considering the addition of LDL and type of extender it cannot be guaranteed the

survivability rate of bulls sperm bulls, because it is given by different biological factors.

Keywords: conservation, artificial insemination, extender, cooling and heat test, sperm
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1 Uvod

Uméla inseminace v chovu skotu je pouzivana za ucelem zlepSeni uzitkovosti stada,
lepsiho selekéniho pokroku a ke zvyseni vlastniho reprodukéniho potencidlu plemenik.
Inseminace je nejCastéji vyuzivanou biotechnologickou metodou v chovech nejen mlééného
typu skotu, ale i v chovech masného typu skotu.

Pti zpracovavani inseminaénich davek je nutné fidit se presn¢ danymi postupy. Zalezi
vSak 1 na vybéru a vyzivé plemenika béhem jeho odchovu v plemennych odchovnach bykaii,
dale na zplsobu odbéru ejakuladtu na inseminacni stanici a ptredev§Sim na jeho kontrole
a zpracovani v laboratofi. Ejakulat musi projit makroskopickym a mikroskopickym
posouzenim, dale jiz pfimym zpracovanim do davek. Tento tikon zahrnuje fedéni ptisluSnym
fedidlem spermatu, pInéni do pejet ¢i pelet, ekvilibraci a zmrazeni. Na téchto krocich vyroby
inseminacni davky velmi =zalezi, jelikoZz zvolené fedidlo, doba plnéni, zchlazovani
a zmrazovani ma zasadni vliv na prezitelnost spermii a jejich ndslednou oplozovaci schopnost
V pohlavnim ustroji plemenice.

NejcastéjSim a zaroven nejstarSim typem fedidel jsou pouzivana tfedidla Zloutkového
typu. VSeobecné vsak ve svété panuje snaha predchazet fedidlim zaloZenym na zivoc¢iSnych
sloZkach, protoze u téchto typi fedidel mtize dochdzet k mikrobidlni kontaminaci inseminacni
davky, a tim k narusSeni oplozovaci schopnosti spermii. Proto je v souCasnosti nahrazovan
vajecny zloutek LDL — cholesterolem, coz je chemicky frakcionovana latka, jez se pfirozené
vyskytuje ve zloutku. Casto tedy dochazi také k pridavani této frakce i do fedidel
bezzloutkového typu. LDL — cholesterol ma mimo jiné téz kryoprotektivni ucinky chranici
spermie pied chladovym poSkozenim béhem ekvilibrace a poskozeni mrazem béhem mrazeni.

Dalsimi typy nahrad zloutkli a jinych zivocisSnych slozek u komeréné vyuzivanych
fedidel jsou naptiklad sojovy lecitin extrakt ze sdjovych bobi, glycerol a fosfolipidy. Na
rozdil od slozek zivoc¢isného plivodu tyto latky vSak obecné nedosahuji tak dobrych vysledk.

Zejména proto jsou tyto typy fedidel a jejich riznd kombinace predmétem dalSiho vyzkumu.



2 Cil prace

Cilem prace je zhodnotit relativni zastoupeni zivych spermii v inseminacni davce byki

po opakovaném zchlazovani.

Hypotéza:
Hypotézou prace je predpoklad, ze opakované zchlazeni vyznamné snizuje podil zivych

spermii, ¢imz dochazi k omezeni oplozovaci schopnosti davky.



3 Literarni prehled
3.1 Inseminace skotu

V chovech mlé¢nych plemen skotu je nutné brat reprodukci, po niz nasleduje
produkce, jako hlavniho ukazatele efektivity zivoc¢isné produkce. Vzhledem K tomu, Ze
se krava teli pouze jednou ro¢né, je i geneticky pokrok u skotu pomérné pomaly v porovnani
s ostatnimi druhy hospodatskych zvitat. Diky tomuto faktu jsou mlé¢na plemena Slechténa
na co nejvyssi produkci mléka (Ball a Peters, 2004). Jelinkova (2010) zminuje, ze kvili
naplnéni tohoto Slechtitelského cile je ohroZena reprodukce, nebot s rostouci mlécnou
produkci pfimo Umérné klesaji reprodukéni ukazatelé. Také plodnost samic, at’ uz krav
¢i jalovic, je velmi obtizné kontrolovatelna, jelikoz je ovlivnéna mnoha faktory. Témi mohou
byt naptiklad Spatna télesnd kondice krav, negativni energetickd bilance, jez s kondici uzce
souvisi, tepelny stres nebo nedostatek riznych mineralnich latek. Zatim neni  jisté, jJak
k tomuto jevu dochazi, a proto se neustale bada po pficinach. V soucasné dobé se vyzkum
tohoto problému zaméfuje nejen na genetické aspekty, ale 1 na fyziologii, vyzivu a na fizeni
stada (Walsh a kol., 2011). Bylo v8ak také provedeno mnoho vyzkumi potvrzujici pozitivni
vztah mezi vysokou produkci mléka a vybornou plodnosti krav. Jak jiz bylo zminéno vyse,
zéalezi vSak spiSe na podminkédch chovu, ve kterém jsou zvifata chovéana, nez na zaporné
korelaci té€chto dvou vlastnosti (Lopéz-Gautius, 2012).

Uméld inseminace je ve svét€¢ vyuzivana jiz pres dveé stoleti, komercni vyroba
inseminacnich davek tak, jak ji zndme v dnesni dob¢, vSak vznikla teprve pied pétasedmdesati
hlavni tfi vyhody vyuziti inseminace fadime jednoduchost provedeni, pomérné¢ nizkou
ekonomickou naro¢nost a uspéSnost této metody. To potvrzuji i1 jini autofi, naptiklad
Lopéz-Gautius (2013), ktery jako velkou vyhodu uvadi i kontrolu nad chorobami.
Také Rodriguez-Martinez (1998) zminuje, ze je velmi dulezit¢ kontrolovat sperma,
jez se pouziva k vyrob¢ inseminacnich davek. Jako hlavni diivod uvadi nutnost piedchazet
vyznamnym hospodéiskym ztratdm zpusobenym Sifenim semene nezdravych a infekénich
bykli. Ztohoto dGvodu jsou plemenni byci podrobeni velmi piisnym zdravotnim
a andrologickym testacim.

Je-1i inseminace kombinovéna s jinymi reprodukénimi technologiemi, 1ze vSeobecné
pfedpokladat dosaZeni lepSich vysledkd, naptfiklad v podob& velkého poctu potomkl

od vhodného plemenika (Vishwanath, 2003). Lopéz—Gautius (2012) dale dopliuje,
3



7Ze inseminace ma oproti prirozené plemenitbé za ndsledek celosvétové zlepseni genli
v populaci skotu. Ball a Peters (2004) konkrétnéji zminuji vyhody umélé inseminace:
Geneticky zisk — geneticky zisk je nejvétsi vyhodou této reprodukéni metody. Chovatelé
si mohou dovolit pofidit pomérné levné semeno vynikajiciho byka, jez by pro né bylo jinak
nedosazitelné, zapustit si s nim plemenice, a tim zlepsit celkovou genetickou hodnotu svého
stada. Rizikem je vSak zapousténi velkého poctu plemenic bykem, ktery pfenasi genetickou
vadu, jez se projevi az po narozeni jeho potomku. Diky testaci byka je ale tato hrozba
pomérn¢ UspéSn€ snizovana na minimum.
Cenova dostupnost — pti srovnani nakupu inseminacnich davek a ndkupu plemenika do stada,
vychazi nakup davek pro celé stado jednoznacné vyhodnéji. Pii koupi byka miize chovatel
az Casem zjistit neplodnost ¢i snizenou plodnost tohoto jedince, coZ ma za nasledek 1 zvySeni
vydajl a sniZenou, nebo dokonce zadnou, porodnost.
Kontrola nemoci — diky této reprodukéni metodé¢ byla potlacena vétSina diive velmi
rozsitenych pohlavnich nemoci. Nedochazi totiz k pfimému kontaktu byka s kravou
nebo jalovici, a neptredavaji se tedy ani jiné pohlavné nepienosné nemoci — napiiklad
bruceloza. Kazdy byk je vtomto ohledu podroben piisnym kontrolam na testacnich
a inseminacnich stanicich.
Bezpecnost — pro nékteré chovatele je bezpecnost prace hlavnim divodem vyuziti umélé
inseminace. Byci mlécnych plemen byvaji totiz ¢asto agresivnéjsi nez byci plemen masnych.
Toto tvrzeni vSak nemusi byt vzdy pravidlem, nebot’ i z klidného byka se miize stat zvite
agresivni a pro ¢lovéka nebezpecné.
Moznost volby viastnosti — pokud ma chovatel nevyrovnané stddo, mize si diky inseminacnim
davkam zvolit, jaké vlastnosti bude byk zlepSovat u konkrétnich krav. Pokud ma plemenice
nizky obsah tuku v mléce, mize ji nechat zapustit bykem zvySujicim u samic¢iho potomstva
tukovou slozku v mléce. Stejné tak se mize rozhodnout, Ze si pomoci byka zlepsi exteriér
svého stdda — naptiklad tvar a utvareni koncetin ¢i mlécné zlazy.
Rizeni plodnosti — diky zaznamiim, které se provadéji pfi inseminaci, zna chovatel datum
uspésné inseminace, a mize diky tomu predvidat, kdy plemenici zasuSit. Oproti pfipousténi
z ruky je tento ukon celkové méné narocny na pracovni silu.

Riha a kol., (2003) charakterizuji inseminaci z praktického hlediska zejména
jako tymovou praci, pii niz je tieba sehranost nejen chovatele a dodavatele insemina¢nich

davek, ale 1 inseminacniho technika a zvérolékate. Dale je zakladem reprodukéné



bezproblémové stado, ve kterém bude dochazet k pravidelnému zabfezdvani a rozeni
zivotaschopnych mladat.

Uméla  inseminace  skotu je  Casto  vyuzivdna  z divodu  zlepsSeni
a zefektivnéni fizeni chovu a zivociSné vyroby jako celku. Napiiklad v chovech mlééného
skotu je hlavnim cilem snizit cenu produkce mléka na minimalni nédklady. Toho mtzeme
dosdhnout 1 tim, Ze se dojnice budou zapoustét pomoci inseminacnich davek
(Ball a Peters, 2004). U¢innost inseminace zavisi na mnoha faktorech. Lopéz—Gautius (2012)
konkrétné jmenuje koncentraci spermii v inseminacni davce, misto, kam je inseminac¢ni davka
deponovéna v reprodukénim Ustroji samice a vhodnou fazi fijového cyklu, jejiz obtizna
detekce je stale hlavni pfi¢inou netspéSnosti. Watson (2000) se zminuje o podminkach,
jez nastavaji pro spermie béhem zpracovani insemina¢nich davek. Upozoriiuje na skutecnost,
7ze v inseminacnich davkach je pfitomno vét§i mnozstvi spermii, nez je nutné potieba

k zabfeznuti, a to i pfes ztraty vzniklé zpracovani béhem vyroby inseminaéni davky.
3.2 Vyroba insemina¢nich davek

3.2.1 Vybér byki

Odbér ejakulatu bykit mlécnych plemen zacina poté, co se osvédcil ve vybérovém
fizeni na testaCnich stanicich. Ukonceni této testace nastava zhruba v 6 letech véku byka.
Pro komerc¢ni zpracovani inseminac¢nich davek vSak zacina byk produkovat ejakulat jiz mezi
druhym a tietim rokem zivota (Ball a Peters, 2004).

U kombinovanych plemen skotu je zahéajena testace ve stodvacatém dni véku byku,
vlastni zkouska uzitkovosti je pak uskutecovana mezi 121. dnem véku a 365. dnem véku,
kdy je ukoncena.

Ve staddech masného skotu je inseminace provadéna téz, zde je ale stale vice
uplatiiovdna piirozena plemenitba. Byci masného skotu jsou nejcastéji nakupovani ve tiech
turnusech — letnim, podzimnim a jarnim. Testovani je u téchto plemen rozdéleno do dvou
metod — A a B. Aby by¢ci mohli nastoupit do metody A, musi pochazet z chovli zapojenych
do kontroly uzitkovosti masnych plemen. Tato testace trva 120 dni (Louda a kol. 2007)

3.2.2  Odbér ejakulatu

Semeno byki je odebirano do umélé vaginy, simulujici ptfirozené prostiedi pochvy

plemenice. Dilezitym faktorem je dodrZovani teploty vody vypliujici prostor mezi sténami
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umglé vaginy na 45°C, jelikoz jsou plemenici na tento parametr obzvlast’ citlivi (Ball a Peters,
2004). Louda a kol. (2007) upiesnuji, Ze uméla vagina, dnes nejcastéji vyuzivana zkracena,
méfi na délku 30 cm a je vybavena jednordzovym sbéracem ejakulatu, vyrobenym
Z polyetylenu. Vagina je dofukovana vzduchem tak, aby tlak mezi jejimi sténami byl 530 kPa.

Cely proces pripravy umélé vaginy pro odbér je provadén ve specialni, pfimo k tomuto
ucelu slouzici, mistnosti spojené podavacim okénkem s mistnosti pro odbér. Vagina
je pted pouzitim vymazana pomoci sklenéné tyce sterilni vazelinou, zkontrolovana a opatiena
jednorazovym sbéracem. Po tomto tikonu je pochva ptfedana technikovi, obsluhujiciho byka,
ktery provede samotny odbér. Po naplnéni jednordzového sbérace je obal od vaginy odstiizen,
piedan do Cisté laboratofe a oznaCen registrem byka. V Cisté laboratofi je ejakulat umistén
na vyhfivané desti¢ce a podroben makroskopickému a mikroskopickému zhodnoceni (Louda
a kol., 2007).

3.2.3 Makroskopické hodnoceni ejakulatu

Po odbéru ejakulatu byva jako prvni senzoricky hodnoceno zabarveni,
az poté se hodnoti objem, konzistence, hmotnost, obsah bunécnych shluki a pH (Kanchan
a Matharoo, 2015; Dhurvey a kol., 2012). Ball a Peters (2004) dodavaji, ze v odebraném
ejakulatu jsou vizualn¢ kontrolovany i pifimési chlupii, vykali, moce a krve. Stejné
tak se kontroluje 1 hustota semene a zastoupeni bunéénych shlukii. Jejich koncentrace vSak
byvd zavisld na frekvenci odbéru ejakuldtu, nebot’ ¢im Castéji je semeno odebirano,
tim je v ném nizsi vyskyt téchto bunéénych formaci.

Podle pokusu, provedenym Kanchanem a Matharooem (2015) miize byt barva byc¢iho
ejakulatu klicovou vlastnosti pro predbézné vyhodnoceni kvality semene pied jeho
zpracovanim do inseminac¢nich davek. Autofi se vSak domnivaji, ze je jest€ nutné provést
nékolik dalSich pokusti, aby bylo toto tvrzeni prokézano.

Dle Dhurveye a kol. (2012) je pH ejakulatu téz vyznamnym faktorem kvality.
Nejlepsich vysledki pii oplozeni dosahuji zpravidla vzorky se slabé kyselou povahou,

zatimco vzorky neutralniho ¢i slab€ bazického charakteru dosahuji vysledkii horSich.
3.2.4 Mikroskopické hodnoceni ejakulatu

Co nejdiive po odbéru je maly vzorek ejakulatu umistén na desticku, vyhiivanou
na 30 — 37°C. Podrobnym pozorovanim pod mikroskopem pii Ctyficetindsobném zvétSeni

se odhaduje podil zivych a mrtvych spermii, a to véetné morfologicky abnormalnich spermii.
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Podil zivych spermii, vyznacujicich se normalnim progresivnim pohybem vpted, by nemél
klesnout pod 60%. Spermie, pohybujici se stale dokola nebo zpétnym pohybem mohou
byt poskozeny zménou osmotického tlaku nebo nizkou ¢i vysokou teplotou. Po ptidani kapky
barviva nigrosinu do natfedéného vzorku je odhadovan pocet morfologicky nenormalnich
spermii. Dhurveya kol. (2012) definuji tfi kategorie abnormalit — primarni, sekundarni
a terciarni. Priméarni abnormalita vznikd jiz béhem vyvoje spermie ve varleti, sekundarni pak
béhem dozravani v nadvarleti nebo pfi samotné ejakulaci a terciarni pii neSetrné manipulaci
at’ uz ptfi odbéru, nebo pii manipulaci se spermatem. Zastoupeni takto postizenych bunék
muze byt v ejakulatu maximalné 20%. Hustota ejakulatu je méfena pomoci optické hustoty
vzorku (Ball a Peters, 2004, Dhurvey a kol., 2012).

Mocé a Graham (2008) dopliuji, ze pred kazdym zmrazenim ¢i pfimym pouzitim
spermatu, je kvali fedéni, nutné zjistit koncentraci spermii v ejakulatu, aby byl zachovan
konstantni pocet spermii v sérii inseminacnich dévek. Jednou z metod miize byt smichani
spermatu s transparentni latkou, jez spermie znehybnuje, pifi niz se nasledn¢ hodnoti
koncentrace spermii v ejakulatu hematocytometrem, neboli Biirknerovou komutrkou.

Toto vyhodnoceni vSak pfind$i pouze orientacni vystupy.

Dalsi metodou je naptiklad spektrofotometrie vyuzivajici jak viditelné,
tak fluorescencni zateni, kde vSak velmi zalezi na konkrétnim druhu hospodaiského zvitete,
pro n¢hoz je koncentrace stanovovana. Zakladnim principem této metody je totiz procento
proslého svétla vztazeného na definovanou plochu, které je nasledné piepocitano na procento

zivych spermii. (Dhurvey a kol., 2012).
3.3 Zpracovani insemina¢nich davek

Prvni latkou, kterd byla historicky poprvé pouzita k ochran¢ spermii pfed mrazem,
byl glycerol. Jeho pozitivni U€inky byly prokazany poprvé okolo roku 1950. To znamenalo
znacny pokrok v konzervaci ejakulatu, chovu a $lechténi zvitat (Holt, 2000). Béhem chlazeni,
zmrazovani a rozmrazovani dochazi k obrovskym teplotnim zménam, pti kterych se poskozuji
bun&cné stény spermii. Je to zejména kvuli vyraznym chemickym a fyzikdlnim zméndm
prostiedi, diky nimZ ztraci bunky svou oplozovaci schopnost (Hinsch a kol., 1997).
Thun a kol., (2002) dopliuji, Ze béhem tohoto procesu se nejvice ni¢i nejen bunééné stény
spermii, ale také membrany, pohybové ustroji — bic¢ik a neposledné dochazi
i knevratnému poni¢eni jadra spermie. Toto jsou ¢asti saméich pohlavnich bungk,
které jsou na podminky nastdvajici béhem zpracovani insemina¢nich davek nejzranitelné;jsi
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a které je nutno co nejvice chranit. Proto se zacala pouzivat kryoprotektiva chranici spermie.

2002).
3.3.1 Redéni ejakulatu

V diivéjsich Casech byla inseminace provadéna pouze Cerstvym ziedénym spermatem.
Pouzivala se bud’ jednoducha tedidla obsahujici rizné roztoky soli, nebo fedidla zalozena
na slozitych pufrovacich mechanismech. Kvili slozit€jsi distribuci spermatu bylo nutné
zachovat jeho oplozovaci schopnost minimalné po dobu tfi dnli. Pfidanim vaje¢ného zloutku,
pufrovaci sloZzky obsahujici fosfat nebo citrat a Trisu do Cerstvého ejakulatu se této doby
udrzeni zivotaschopnosti spermii dosahlo (Verberckmoes a kol., 2004). Pfidanim citratové
soli do fedidla obsahujici vajecny Zloutek bylo dosazeno lepsi rozpustnosti bilkovinnych
frakci obsazenych ve Zloutku. Citratové soli maji, na rozdil od ptedchozich uvedenych
ptidavki, vyborné chelatacni vlastnosti (Vishwanath a Shannon, 2000).

Snizenim metabolické aktivity spermii zchlazenim semene na teplotu 5-8°C,
se opét prodlouzila Zivotaschopnost samc¢ich pohlavnich bunék, ale dochazelo zéaroven
Ik zabranéni pomnoZeni mikroorganismi v ejakulatu (Verberckmoes a kol.,, 2004).

Dnes se jiz pouzivaji fedidla chranici buiiky jiz po prvnim zfedéni ejakulatu.
Témito fedidly mohou byt rtizné Zivocisné slozky jako napiiklad homogenizované, plnotucné
kravské mléko, odstfedéné mléko nebo vajecny Zloutek, ktery spolu s glycerolem patii mezi
nejstarsi a také nejvice probadana fedidla. O ucincich vajecného Zloutku se vsak stale vedou
spory.

Je pridavan do komer¢nich fedidel Optidyl® a Triladyl®, kde miZe pozmétiovat jejich sloZeni.
Cerstvy zloutek je vsak nadale pouzivan, jelikoz byly prokazany vynikajici kryoprotektivni
ucinky na spermie.

I ptesto, Ze jsou zivoci$né slozky stale oblibenymi fedidly spermatu, nesou fadu rizik
a omezeni. At uz se jednd o zminovanou zménu slozeni po ptidani do komerénich fedidel,
nebo o moznou mikrobidlni kontaminaci. U vaje¢ného Zloutku navic bylo biochemickymi
a metabolickymi testy prokéazano, ze zptisobuje bunécné duseni a sniZuje pohyblivost spermii.

Z tohoto diivodu musela byt vymysSlena alternativa, majici stejné, nebo podobné
ochranné UC€inky na vlastnosti bunék, kdy se ale zaroven vylou¢i moznéd rizika majici
za nasledek jejich poniCeni. Touto alternativou se stal LDL — cholesterol, lipoprotein o nizké

hustoté chemicky izolovany z vajecného zZloutku (Amirat a kol., 2005).
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Dle Celeghiniho a kol. (2008) i dne$ni, bézné¢ pouzivana tedidla, zpisobuji nizsi
pohyblivost spermii skotu, zvySuji pocet morfologicky abnormalnich bunék a celkové
negativné ovliviiuji mitochondridlni funkce. Zarovenn dochazi ke snizeni -celistvosti
akrozomalni a plazmové membrany diky jiz vySe zminénym jevim nastdvajicim
pfi zpracovani inseminacnich davek — zmény teploty a osmolarity. To ma za nasledek

morfologické zmény v lipidové vrstvé a zménu slozeni membrany obalujici spermii.
3.3.2 Typy fedidel

3.3.2.1 Redidla zalozena na mlééné bazi

Dtive pouzivané autokldvované¢ mléko jako rozpoustédlo, se vyuzivalo piedevsim
v Némecku, a to v kombinaci s fosfatem vajecného Zloutku. Nevyhodou mléénych fedidel
byla nutnost inaktivovat bilkovinu laktenin, ktery je pro bunky toxicky.
Pokud byl do mlééného fedidla ptidan glycerol, doslo k prodlouzeni piezitelnosti
a oplozovaci schopnosti spermii az na 4 dny. Ve srovnani se zloutkovymi a citratovymi
fedidly, dosahuje fedidlo zalozené na mlé¢né bazi, srovnatelnych vysledkii. Dnes se tento typ
fedidla opét pouziva, jelikoZ u néj nenastava problém s inaktivaci cytotoxické mlécné
bilkoviny. Tu lze totiz inaktivovat prevarenim mléka.

Nejcastéji je do ejakulatu pridavano odstiedéné mléko, v némz je semeno skladovano

pii teploté 5 — 8°C (Vishwanath a Shannon, 2000).

3.3.2.2 Redidla obsahujici vajeény zloutek

Vaje¢ny zloutek prodluzuje oplozovaci schopnost spermii v ejakulatu.
Diky této vlastnosti je Siroce vyuzivanou latkou. Bylo prokazano, ze slozky obsahujici
vaje¢ny Zloutek pomahaji spermiim odolavat chladovému Soku. Dal§im badanim, ptfi némz
byly objeveny kryoprotektivni G¢inky glycerolu, byl vajeény Zloutek nahrazovan praveé
glycerolem. Ten vSak nedokdze ochranit sperma dalSich hospodatskych zvitat, proto se Gplné
od pouzivani  vaje¢ného  Zloutku  neustoupilo (Pace a Graham, 1974).

Velkou vyhodou zloutku je pfirozeny obsah lecitinu, tedy lipoproteinu S nizkou
hustotou (LDL), ktery obaluje fosfolipidovou membranu spermie, a zabranuje tim jeji uplné
ztraté, jeZ muze nastat béhem zpracovani. Timto obalenim membrany bunky dojde ke zvySeni
odolnosti proti mrazu (Thun a kol, 2002). Vera-Munoz a kol. (2011) zminuje,

ze vajeny zloutek a jeho slozka LDL, neprostupuji bunéénou membranou.



Diky extracelularnimu plsobeni tedy mohou zloutek i LDL bud’ pfimo chrdnit buné¢nou
membranu spermie jejim pouhym obalenim, nebo se mohou voln¢ vyskytovat rozpusténé
V roztoku, a snizovat tak teplotu mrazu, ¢imz dokazi zabranit tvorbé ledovych krystali. LDL,
latka extrahovand z vajecného Zloutku, navic téméf eliminuje riziko mikrobidlni kontaminace,
jez nastava praveé pridanim celého vaje¢ného zloutku.

LDL — cholesterol je z 12% sloZen z bilkoviny a z 87% z tukt. Vajecny Zzloutek
obsahuje dva typy cholesterolu — HDL a LDL. LDL je zde obsazen v 68%, kdezto HDL
(high density lipoprotein) pak pouze ve zhruba 16%. Zbyvajicimi slozkami vaje¢ného zloutku
jsou livetiny a fosfitiny. VSechny tyto slozky maji schopnosti utvafet tenkou vrstvu na
rozhrani olej — voda kolem membran bunék.

Mikroskopicky je LDL tvofen kulovymi ¢asticemi obsahujicimi  jadro
Z triacylglyceridi, cholesterolem a cholesterylestery. Celé toto lipidové jadro je obaleno
vrstvou apoproteint a fosfolipidi. Prave tyto slozky se zejména podileji na vytvofeni
tenoucké vrstvicky na rozhrani fazi olej — voda na povrchu buiiky, jak jiz bylo zminéno vyse.
Tim dochazi ke snizeni povrchového napéti absorpci proteini na tomto rozhrani
a dale diky viskoelastickym vlastnostem proteinli také k utvoifeni mechanické bariéry,
jez chrani bunky ptfed naruSenim. Apoproteiny a fosfolipidy maji téz schopnost zabranovat
agregaci a vlockovani. Déje se tak diky obsahu latek zapfi¢inujicich koloidni interakce mezi
olejovymi kapkami nachazejicimi se na povrchu buiiky (Anton a kol., 2003).

Moussa a kol. (2002) uvadéji, ze pravé slozka LDL, nachéazejici se ve vajecném
Zloutku, je zodpovédna za tzv. gelovaténi (z angl.. gelation). T tomuto jevu dochazi
pii teplotach niz8ich nez -6°C. V prvni fazi dochazi krozpadu struktury LDL
diky dehydrataci mrazem, pficemz jsou nasledné omezeny interakce mezi tuky a bilkovinami,
zatimco interakce mezi bilkovinami samotnymi vzrustd. Shluky utvoiené LDL cholesterolem
se skladaji z tukd, zahrnutych v jeho struktute. Ty jsou nasledné¢ zmrazovani a rozmrazovani
poniceny a jejich slozky, jimiz jsou fosfolipidy a triglyceridy jsou uvolnény do roztoku,
zatimco apoproteiny utvareji ochranny gelovy obal spermie.

Jian-Hong a kol. (2011) ve svém pokusu srovnavali fedidlo byc¢iho ejakulatu
a standardni Zloutkové fedidlo. Timto vyzkumem potvrdil fakt, ze LDL pfidany do fedidla
byciho ejakulatu zachovavd po rozmrazeni inseminacni davky vySs$i pohyblivost spermii

a lépe ochranuje akrozom spermie a jeji plazmatickou membranu.
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3.3.2.3 Glycerol

Glycerol byl jednim zprvnich osvédcenych kryoprotektantti spermii. Je zndmo,
ze je schopen prostoupit skrz membranovou strukturu bunky, ale neni stale zcela jasné, jakym
mechanismem dokaze bunku pfed mrazem chranit (Aires a kol.,, 2003). Glycerol
ma schopnost snizit teplotu tuhnuti/bod mrazu a dokéze snizit koncentraci elektrolytti v jeste
nezamrzlé c¢asti ejakuldtu. Dale dokaze ochranovat buinky pfed tzv. solution effect,
neboli ziedovaci efekt, ktery ma za nasledek niCeni bunék béhem zmrazovani. Zaroven

vsak byly prokazany jeho cytotoxické ucinky na spermie (Holt, 2000).
3.3.2.4 Redidla ze s6jového extraktu

Timto typem fedidla ejakulatu je Casto nahrazovano fedidlo obsahujici Zivo¢iSnou
slozku. Zabratuje se tim moZné mikrobialni kontaminaci. Nej€astéji pouzivanym komerénim
vyrobkem obsahujici sojovy extrakt je Biociphos Plus®. V experimentu zkoumajicim ochranu
samcich pohlavnich bun¢k vSak dosahovalo v porovnani s Trisem, obsahujici vajecny zloutek,
horSich vysledkt (van Wagtendong-de Leeuw a kol., 2000). Dle Airese a kol. (2003)
vSak dal§i vyzkumy porovnavajici tyto dva typy fedidel nepotvrdily ptfedchozi pokusy
prokazujici horsi vysledky fedidel obsahujici sojovy extrakt ¢i sdjovy lecitin.

Dal§im fedidlem, obsahujici ndhrazku Zivo&ignych produktii je Bioxcell®, vyrab&né
ve Francii firmou IMV, L’Aigle, produkujici zaroven Biociphos Plus® a Biociphos®
(Gil a kol., 2003). AndroMed®, dalsi komerén& vyrabéné fedidlo obsahuje stejné jako vyse
uvedené, nezivocisnou slozku. Tyto typy fedidel jsou nejCastéji vyuzivany k ochrané bunék

pied mrazem u byki, berand a kozli (Akhter a kol., 2010).

3.3.2.5 Redidlo z kokosového mléka

Vyzkumy potvrdily, Ze fedidla obsahujici kokosové mléko a kokosovy extrakt,
maji srovnatelné ucinky pii ochrané spermii podobné jako fedidla z odstfedéného mléka.
Ptiprava tfedidel tohoto typu je pomérné nenaro¢nd, nicméné je nutné zpravidla pfidat maly
podil vaje¢ného zloutku, jenz chrani lipidovou membranu spermie. Takto pfipravené fedidlo
je velice ucinné. Napftiklad pii konzervaci beraniho semene timto typem fedidla se vyznamné
prodlouzila pohyblivost spermii na dobu del$i nez 48 hodin pii teploté okolo 31°C
(Vishwanath a Shannon, 2000).
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3.3.3 Pridavky obsaZené v redidlech ejakulatu

Krom¢ fedidla samotného musi inseminacni ddvka pied zmrazenim obsahovat
zpravidla také dalsi podpirné latky, které mohou po rozmrazeni prispét ke zlepsSeni
pravdépodobnosti zabfeznuti plemenice. Témito latkami nejCastéji byvaji jednoduché cukry
(fruktoza, glukdza, laktoza), rizné kombinace enzymul a antibiotik (penicilin, streptomycin
a katalaza) pufry pro stabilizaci povahy prostiedi, konzervanty (citrat sodny, kyselina
citronova hydrogen fosforecnan draselny nebo sodny, chlorid draselny a hydrogenuhli¢itan
vapenaty, EDTA chelaty), n¢kdy téz cerstvy vajeCny zloutek a mléko (Holt, 2000;
Vishwanath a Shannon, 2000; Siddique a kol., 2006).

Cukry jsou pridavany do inseminac¢nich davek z diivodu dodani energie pro spermie.
Po natedéni totiz energie prirozené obsaZenych slozek v ejakulatu neni dostacujici pro vyzivu
spermii béhem cesty reprodukénim tstrojim samice.(Ball a Peters, 2004)

Pufry zabranuji vykyviim hodnot pH okolniho prosttedi, které¢ mize pravé v disledku
prudkych zmén poni¢it bunééné membrany spermie, a dojde tak ke znehodnoceni insemina¢ni
davky, nebo dokonce celé jejich vyrobené série. Tento vykyv je nejCastéji zplisobovan
kyselinou mlécnou, jakozto béznym koneénym metabolickym produktem spermii (Ball
a Peters, 2004.)

Antibiotika maji pfedev§im za ukol eliminovat bakteridlni hrozby. Kazdy odebrany
ejakulat totiz nikdy neni zcela sterilni, protoZe jsou v ném vzdy piitomny mikroorganismy.
Kontaminace vSak muze nastat i tim, Ze je do ejakulatu pfidan infikovana slozka, nejCasté;ji
zivoc¢iSného ptivodu. Z tohoto diivodu se béhem zpracovavani inseminacnich davek ptidava
do roztoku né€kolik kmenti antibiotik potlacujicich nepiiznivé vlivy co mozna nejsirSiho

spektra bakterii (Thibier a Guerin, 2000).
3.3.4 Kryoochrana a chlazeni

Spermie mohou byt béhem dal§iho zpracovani poskozeny mrazem, proto je velmi
nutné znat termodynamické a strukturdlni vlastnosti plazmatické membrany obklopujici
bunku. Spermie jako takové nemaji uzplsobené membrany k tomu, aby celily riznym
vykyviim teplot. Z tohoto divodu jsou k nim tedy pfidavana kryoprotektiva, majici za kol
chranit je pfed chladem a mrazem. Chladovy Sok poskozujici bunéénou membranu nejcastéji
nastava pii ptili$ rychlém chlazeni do teploty 0°C (Holt, 2000).

Glycerol je v ramci kryokonzervaénich prosttedku stale uptfednostiiovan jako hlavni

kryoprotektant pfi zpracovani ejakuldtu vétSiny hospodaiskych zvitat. Spole¢né s ostatnimi
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latkami, naptiklad s metanolem a etylenglykolem, prostupuje skrz membranu spermie (Awad,
2011). Awad (2011) spolecné s Garnerem a kol. (2009) potvrzuji, ze ve vyssich koncentracich
ma glycerol cytotoxické ucinky. Zaroven glycerol pozménuje
1 bunééné organely nachdzejici se ve spermiich tim, Ze méni osmotické napéti mezi fluidni
a lipidovou vrstvou. Glycerol, na rozdil od jinych kryoprotektanti, ma horsi prostupnost skrz
plasmatickou membranu, ¢imz dochazi k lepSi prostupnosti molekul vody, a tim tedy
K Gplnému poskozeni bunky béhem mrazeni. Vera-Munoz a kol. (2009) upiesnuji, Ze proces
mrazeni, jako takovy, ma za nésledek reorganizaci lipidové struktury buiiky, ¢imz dochazi
ke zmén€ chemického sloZeni plazmatické membrany spermie.

Holt (2000) dodava, ze béhem zmrazovani jsou bunky vystaveny velkému namahani
zpusobenému interakcemi mezi vodou a rozpusténymi latkami v ni. Béhem tohoto procesu
jsou v bunce tvoieny ledové krystaly, které jsou uvoliiovany z nezamrzlé hyperosmotické
¢asti roztoku. Tento d&j nastava zejména pii snizovani teploty, a to ve vétsi mife do -50°C.
Pomoci elektronického mikroskopu bylo dokazano, ze spermie, ke kterym bylo ptidano
fedidlo, byly vylouceny z prostoru, vnémz se nachazely ledové krystaly. Je-li v davce
obsazeno fedidlo a tato davka je navic zmrazovana pfili§ rychle, spermie jsou vystaveny
anizoosmotickému prostiedi, ¢imz dochdzi ke ztrat€ vnitrobunécné tekutiny. Béhem
rozmrazovani inseminacnich davek dochazi k obracenému jevu — bunika do sebe okolni vodu
naopak vsttebava, a dochdzi tak nejen k popraskani jejich membran, ale 1 ke zniCeni celé
bunikky. Ztohoto divodu musi byt stanovena optimdlni rychlost zmrazovani,
aby doSlo k minimalizaci Skody zptisobené ledovymi krystaly a vysokou koncentraci soli.
Watson (2000) dopliuje, Ze rychlost zmrazovani musi byt dostate¢né pomala, aby mohlo dojit
k osméze vody zbunék. Tim dojde k zabranéni tvorby intracelularniho ledu,
ktery je pro buiiky rovnéz letalni.

Dolezalova a kol. (2014) dodavé, Ze po nafedéni se davky postupné zchlazuji
az na 4°C a jsou po urcity ¢as uchovavany pii konstantni teploté. Shahverdi a kol. (2013)
uvadéji, ze existuji i laboratorni mrazici protokoly, podle nichZz se bézn€ postupuje.
Ty jsou zalozeny na pomalém chlazeni davek na teplotu 4 — 5°C, po kterém nastava riizné
dlouh4d doba, kdy je dosazeno rovnovdzného stavu mezi bunéénym a mimobunéénym
prostfedim. Tento stav vétSinou nastava v rozmezi od 30 minut do 24 hodin a je provadén

pfed samotnym procesem mrazeni.
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3.3.5 Ekuvilibrace

Ekvilibrace je charakterizovana jako doba, po kterou ziistavaji spermie v roztoku pred
zmrazenim spole¢né s kryoprotektivem pii urcité teploté. Nejcastéji vyuzivanym
kryoprotektivem je nejcastéji glycerol. Béhem této doby pronikd glycerol do spermie,
a dochazi tak ke stabilizaci extracelularntho a  intracelularniho  prostiedi
(Shahverdi a kol., 2013). Glycerol ma schopnost pronikat do buniky pomérné rychle.
Jeho vyhoda také spoc¢iva v tom, ze ho lze ke spermatu pfidat kdykoli béhem chlazeni
(Leite a kol., 2010). Ekvilibrace v8ak neni véazana pouze glycerolem, ale i osmoticky
aktivnimi  slozkami  fedidla, tedy  kryoprotektivy = nebo  pfidanymi  pufry
(Shahverdi a kol., 2014). Ugelem dosazeni rovnovazného stavu béhem ekvilibrace je snizeni
vyskytu ledovych krystalkti a jejich Skodlivého tucinku, ktery nenastavd pouze b&hem
zmrazovani, ale i béhem rozmrazovani davky (Vishwanath a Shannon, 2000).

D¢élka ekvilibrace je nezbytna k tomu, aby byla zachovana nejen motilita spermii,
ale zaroven celistvost jeji membrany. Ekvilibrace trvajici pfes 2 hodiny dosahuje v tomto
ohledu nejlepsich vysledkl. Pokud je vSak fedidlo ponechano ekvilibrovat déle nez 4 hodiny,
nevede toto prodlouZeni k lepsi ptezitelnosti spermii po rozmrazeni (Shahverdi a kol., 2014).
Toto tvrzeni vSak popirda Leite a kol. (2010), ktery uvadi, Ze ekvilibrace trvajici 4 hodiny
ma naopak za nasledek lepsi prezitelnost, motilitu spermii a ma téz dobry vliv i na zachovani
celistvosti plazmatické a akrozomalni membrany. VSeobecné¢ je zde snaha o co mozna
nejvetsi zkraceni doby ekvilibrace nebo dokonce jeji uplné vynechdni, za predpokladu,

ze ptitom stale bude uchovana dobréa oplozovaci schopnost spermii.

3.3.6 PInéni a skladovani insemina¢nich davek

Inseminaéni davky jsou vyrabény ve dvou objemech — nejéastdji 0,25 cm® nebo

mén& Gasto 0,5 cm® (Holt, 2000; Louda a kol., 2007). Aktivita spermii v insemina&nich
davkach po rozmrazeni se pohybuje v priméru kolem 40%. Po vyrobé je nutné skladovat
inseminaéni davky ve formé pejet v kontejneru stekutym dusikem pii teploté -196°C
(Louda a kol., 2007). Pelety (kuli¢ky) jsou umistény do mélkych dalki vytlacenych v suchém
ledu, zatimco pejety (ty¢inky, ¢i bréka) jsou skladovany v pate tekutého dusiku v kontejneru,
nebo jsou umisténé v mrazicim piistroj (Holt, 2000). Sperma nemusi byt skladovano pouze
zZmrazené, lze jej totiz také skladovat i zchlazené pii teploté 5°C, nebot’ uz pii této teploté

dochazi ke sniZzeni metabolické aktivity spermii (Vishwanath a Shannon, 2000).

14



Na rozdil od jinych druhti zvifat je v pejetdch urcity zndmy pocet spermii.
V kazdé inseminacni davce je tak garantovano 10 — 15 miliond Zzivych spermii,

jimiz lze ihned po rozmrazeni provadét inseminaci (Holt, 2000).
3.3.7 Rozmrazovani inseminacnich davek

K prodeji a dalsi distribuci se jiz pouzivaji insemina¢ni davky, které prosly kontrolou.
Ta je zaméfena predevsim na jejich oplozovaci schopnost. Nejcastéjsi vady a poskozeni
inseminacnich dadvek nevznikaji pfi zpracovavani, ale az pti manipulaci béhem rozmrazovani
a inseminace. Rozmrazovaci lazen by méla byt vytemperovana na teplotu kolem 35 — 37°C
a pejeta by se do ni méla vkladat zatkou nahoru. Existuji také urcita pravidla, ktera udavaji,
jak spravné inseminac¢ni davku rozmrazovat. Je v nich naptiklad specifikovano,
ze davka se rozmrazuje po dobu presné 40 vtefin, nemély by se soucasné rozmrazovat vice
nez 3 davky, ¢asova proluka mezi rozmrazenim a inseminaci nesmi byt del$i nez 15 minut
a jiz jednou rozmrazené insemina¢ni davky se nesmi znovu vracet do kontejneru s tekutym

dusikem (Louda a kol., 2008).

3.4 Hodnoceni insemina¢nich davek

Spermie je definovdna jako slozita struktura, jejiz vSechny ¢asti jsou potiebné
K Gspésnému oplozeni sami¢iho vajicka. Proto je nutné vyhodnotit rtizné vlastnosti spermii
a zjistit, jestli jsou schopné tento udél splnit. K tomu nam v dneSni dob¢ slouzi automatické
moderni pfistroje, napiiklad CASA — Computer Assisted Sperm Analysis a priutokové
cytometry. Tyto pfistroje pomadhaji zhodnotit pohyblivost (motilitu) spermii, jejich
morfologické parametry a dokazi zobrazit stav prostor uvnitf spermii obsahujici jadro,
mitochondrie a plazmatické membrany. Stejné tak dokéazi odhalit vady na akrozomu
a skutecnost, zda je builka vibec schopna kapacitace. Hlavni nevyhodou téchto systému
je uvadéna nutnost standardizace, optimalizace a validace programu jest¢ pied tim,
nez se s nim za¢ne pracovat (Dhurvey a kol., 2012).

Dle Awada (2011) a Grahama a Mocého (2005) ma program CASA velké vyhody
V rozeznavani jemnych rozdill pii porovnavani vysledki, jez jsou zobrazovany na monitoru
nezkreslenym  zpisobem ve vysoké pfesnosti, a Vopakovatelnosti  zabér.
Také 1ze touto metodou stanovit rychlost, jiZ se spermie pohybuji.

Pritokové cytometry jsou vyuZzivany pro hodnoceni bunék pifedem obarvenych

fluorescenénim barvivem. Princip toho pfistroje je zaloZen na priichodu spermii obsazenych
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Vv tekutiné Uzkym prostorem, jenz je prosvicen laserovymi paprsky. Obarvené bunky
jsou takto detekovany a vyhodnoceny. Timto zptisobem dokaze zafizeni zkontrolovat az 50
tisic bunék béhem jedné minuty. Také lze kombinovat riznd barviva, b&ézné vyuzivana
K barveni spermii, diky nimz 1ze hodnotit riizné vlastnosti spermii souc¢asné (Graham a Mocg¢,

2005).
3.4.1 Tepelny test — test preZitelnosti spermii

V pokusu Monterossa a kol. (1995), byl proveden test ptezitelnosti spermii tak,
ze byly buiiky vystaveny tepelnému Soku (pii 42 a 43°C) béhem inkubace insemina¢ni davky,
¢imZz byla vyznamné sniZena jejich Zivotaschopnost. Spermie podrobené tomuto testu
vykazovaly véEt§i schopnost piezit, nezli spermie vyvijejici se ve varleti, vystavené vyssi
teploté (40°C). Toto zjisténi vedlo k zavéru, Ze schopnost spermii odolavat tepelnému Soku,
je ziskdvana béhem procesu zrani v nadvarleti a zaroven podporovana semennou plazmou.
Tepelny Sok v rozpéti 41 — 42°C sice snizoval rychlost spermii, jejich pohyb vSak nebyl zcela
zastaven. Pokud vSak byla zvednuta teplota az na 43°C, doslo jiz k celkové ztrat¢ pohyblivosti
spermii. Z toho lze tedy vyvodit, Ze rozmezi teplot mezi 41 — 42°C je pro spermie snesitelné,
nebot” takovychto hodnot nabyva pohlavni ustroji plemenice a zaroven tato teplota napomaha

jejich kapacitaci.
3.4.2 Chladovy test

Tento typ testu byva pouzivan ke sledovani odolnosti jednotlivych spermii v raznych
vzorcich spermatu viici chladovému Soku. Z provedenych vyzkumi vyplynulo, ze pokud jsou
spermie vuci chladu odolné, maji vétsi oplozovaci schopnost, a dokézi tedy v reprodukénim
ustroji samice piezit delsi dobu.

Chlad dokéaze zplsobit u pohlavnich bunék rychlou ztrdtu ATP, kterou spermie
pouzivaji jako jeden ze zdroju energie. To poté vede k jejich uhynu. Nedojde-li k okamzitému
uhynu, dochdzi ke ztraté v akrozomu obsaZenych enzymd, jimi jsou napiiklad alkalicka
proteinaza, akrozinu slouziciho k rozruseni zény pellucidy a dalSich nepostradatelnych
enzymu, nezbytnych k pteziti spermie. Odolnost spermii vi¢i chladovému Soku zavisi také
na jedinci, nebot’ se u kazdého citlivost spermii na chladovou zatéz lisi (Dhurvey a kol.,
2012).
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3.4.3 HOS test — hypoosmotic swelling test

Timto testem lze posuzovat celistvost membrany spermii. Jedna se o zpisob, kterym
Ize zjistit, jak je buiika schopna udrzet rovnovahu mezi svym vnitfnim a vnéjSim prostfedim
(Jothipriya a kol.,, 2014). Je zaloZzen na jevu nastalém v hypoosmotickém prostiedi,
kdy jsou zivé spermie s nenarusenou membranou schopné pfijimat vodu, ale jiz nejsou
schopné ji vypoustét, ¢imZz dojde k deformaci bifiku spermii (Véznik a kol., 2009).
Zivé spermie lze poté rozpoznat podle nabobtnalého bi¢iku a jeho charakteristicky zvInénych
vlaken. NeporuSené spermie, které¢ byly uz ptfed pokusem mrtvé, nejsou schopné v sobé
tekutinu v hypoosmotickém prostiedi drzet, a tudiz jimi jen prochazi. (Dhurvey a kol., 2012).
K rozliSeni zivych a mrtvych bun€k musi byt pouZzito barvivo buné¢nych membran — eosin.
Casto byva kombinovan téz s daliim barvivem nigrosinem. K vyhodnocovani je pouzivan
mikroskop s fazovym kontrastem (Véznik a kol., 2009; Jothipriya a kol., 2014). Zivé spermie
nejsou zbarveny, kdezto mrtvé dosahuji razovo-fialového odstinu (Véznik a kol., 2009).
Tento test je povazovan za ucinny indikator oplozovaci schopnosti spermii.

Vyhodou provedeni HOS testu je jeho jednoduchost a to, ze jej lze kdykoli zopakovat.
Zaroven se fadi mezi nejsnadnéjsi testy vyuzivané k hodnoceni spermii, diky ¢emuz je jednim

z nejcastéji pouzivanych (Jothipriya a kol., 2014).
3.4.4 Test pohyblivosti — motility test

Odhad pohyblivosti spermii ve vzorku je dodnes provadén vizudlné a zaroven patii
mezi nejcastéji provadéné laboratorni analyzy spermatu. Tento test pohyblivosti spermii
je zpravidla provadén pomoci metody CASA, ale Casto se vyuziva i fotografii z digitalniho
fotoaparatu, jez jsou pofizeny s ¢asovou prodlevou. Témito piistroji je dosahovano snizeni
lidské chyby pti zpracovani vysledkl a zaroveii lze diky nim provést lepsi hodnoceni pohybu
spermii a jeho parametri (Graham a Mocé, 2005). Velmi vyznamnym ukazatelem je zptisob
pohybu spermie. Pokud lze pozorovat linearni, progresivni pohyb vpted, lze z tohoto faktu
vyvodit dobrou oplozovaci schopnost spermie, a tedy i vysokou pravdépodobnost oplozeni
sami¢tho vajicka. Také byva posuzovano, jaky uthel svird hlavicka spermie s bi¢ikem.
Tento faktor slouzi jako indikator sily, kterou je schopen bi¢ik vyvinout. Cim je uhel mensi,
tedy hlavicka a bi¢ik jsou piiblizn€¢ v roviné, tim je pohyb piiméjsi, rychlejsi spermie
je silng€jsi. Diky této sile, je spermie schopna proniknout déloznim hlenem v reprodukénim

ustroji samice (Holt, 2000).
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Zhang a kol., (2015) ve své studii dosli kzavéru, Ze pii srovnani Cerstvého
a rozmrazené¢ho ejakuldtu v ohledu pohybujicich se spermii progresivnim zptisobem vpied,
dosahuji mnohem vysSich hodnot spermie nachazejici v Cerstvém ejakulatu. Podobnych
vysledki bylo dosazeno i pii srovnani pohyblivosti spermii béhem ekvilibrace s rozmrazenym
ejakuldtem. Zaroven vSak nebyl nalezen vyznamny rozdil mezi pohyblivosti spermii

v Cerstvém a v ekvilibrovaném ejakulatu.

3.5 Budouci trendy v konzervaci ejakulatu

V soucasnosti pouzivané metody maji i pfes své frekventované vyuzivani mnoho
prostoru ke zlepseni (Vishwanath a Shannon, 2000). NejcastéjSimi zptisoby uchovavani
semene pouzivany dv€ metody. Témi jsou konzervace spermatu ve zchlazeném tekutém
a Vv hluboce zmrazeném stavu (Y oshida, 2000).

Kazda ztéchto metod uchovavani ma své vyhody a nevyhody. Mezi jednoznacné
vyhody skladovani semene v tekutém stavu patii relativné nizka koncentrace spermii v davce,
vysSi vyuziti plemenika z divodu moZnosti vysSiho nafedéni ejakulatu, snadné pouziti
V polnich podminkdch a pfedev§im velmi nizkd cena skladovani. Velkou nevyhodou
je vSak omezena doba skladovatelnosti. Naproti tomu vyhodami uchovavani hluboce
zmrazeného ejakulatu jsou dlouha doba, po kterou Ize davku skladovat, a vSestrannost pouziti
davky. Oproti skladovani semene v tekutém stavu ma uchovavani zmrazené¢ho spermatu vice
nevyhod. Mezi né patii diky nutnosti uchovavani pti velmi nizké teploté vysoka skladovaci
cena a vysokd koncentrace spermii v davce, kvili procentu ponicenych spermii mrazem
a rozmrazovanim (Vishwanath a Shannon, 2000).

Z téchto davodi se stale provadi vyzkumy novych alternativnich metod konzervace

a zachovani del$i oplozovaci schopnosti. Neustale se zlepSujici moderni technologie by mohly

také  vbudoucnu  prispét  krealizaci jiz  dfive  provedenych  experimentl

(Vishwanath a Shannon, 2000).
3.5.1 Lyofilizovany ejakulat

Pokusy zahrnujici lyofilizaci, neboli vysuSeni mrazem, kiecCich a lidskych spermii
dokézaly, Ze tento typ konzervace ejakulatu je jednou z moZnosti, kterda by mohla
byt vbudoucnu vyuZivdna. Pfi tomto typu skladovani semene jsou spermie uchovavany
v alkoholu nebo v Carnoyové tekutingé, kde jako fixaéni baze slouzi smés alkoholu

a chloroformu. Cely tento roztok s mrazem vysusenymi spermiemi byl skladovan po dobu 6
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mésictl pti 4°C. Podobné¢ jako u téchto vzorkil spermii, bylo prokazano, ze rovnéz lyofilizace
mySich spermii zachovava jadro v oplozeni schopném stavu, kdy ziistane zachovan bézny

embryonalni vyvoj (Yoshida, 2000).
3.5.2 Transplantace bunék varlete

Yoshida (2000) uvadi také dalsi postup, jakym lze uchovavat semeno po delsi dobu.
Je jim transplantace bunék varlete do neplodného jedince. V tomto pokusu poslouzil plodny
mysi samec a neplodny mysi samec. Kmenové buniky se spermatogoniemi musely byt nejprve
kultivovany po dobu tfi mésicli, nez byly implantovany do semenotvornych kanalkt
neplodného samce, ktery nasledné produkoval spermie nesouci stejny genotyp jako darce,
tedy plodny samec. Spolecné s kryokonzervaci je tento postup bran jako velmi uzitecny,
nebot’ jej lze vyuzit k rozSifeni cennych populaci hospodéiskych zvirat. Stejné tak zde
existuje nad€je, ze by tento biotechnologicky postup bylo mozné zavést 1 pi1 1€cbe

neplodnosti muZzi.
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4 Material a metodika

V této kapitole bude zhodnocena inseminacni stanice spolecné se vzorky ejakulatu
bykl, jeho odbéru a hodnoceni. Dale zde bude popsdna metodika, priabéh experimentt

a pouzita fedidla spolu s materialy souvisejicimi s t€émito pokusy.
4.1 Charakteristika inseminacni stanice

Vzorky ejakulatu byly dodény v nativnim stavu bez ptidanych podplrnych latek
Z inseminacni stanice firmy Natural, spol. s.r.o. v HradiStku pod Mednikem. Tato spole¢nost
je jednou ze soucésti ndrodniho plemenaiského programu plemen holstynského, Ceského
strakatého a i n€kolika masnych plemen skotu. Ve stanici je nyni ustajena piiblizné¢ stovka
bykti mlécnych, kombinovanych a masnych plemen skotu, diky ¢emuz je jiz pln¢ obsazena
ustajovaci kapacita stanice. Byci jsou vazné ustajeni v boxech umisténych ve stajich nebo
ve venkovnich boxech o rozmérech 2 X 3 m. Plemenni byci belgického modrého skotu jsou
ustajeni na hluboké podestylce.

Vyroba insemina¢nich davek se pohybuje kolem 750 000 davek za rok a vétSina z nich
je prodévana do zahranici.

Firma Natural, spol. s.r.o. zaméstnadva ptiblizn¢ 100 lidi nejen v sidle spolecnosti
v Hradistku pod Mednikem, ale i ve stiediscich po celé Ceské republice.

Spole¢nost dodava inseminac¢ni davky do zemi EU, ptfedev§im do Mad’arska,
Némecka, Nizozemska, Italie a zemi s ni spiiznénych, napi. USA. Déle jsou zde dodrzovany
vSechny cCeské, evropské a hygienické normy. Vyrobené inseminac¢ni davky prochazi
podrobnou veterinarni prohlidkou a jejich identifikace je dikladné kontrolovéna.

Hlavnimi selekénimi kritérii v této inseminacni stanici jsou selekce na utvareni
koncetin a vemene spolu se selekci na produkei kilogramil bilkovin. Tato kritéria nejsou stala,

ale jsou pfizpiisobovana pozadavkiim chovateld.

4.2 Charakteristika byki

K experimentu byly pouzity ejakulaty bykt rizného véku dvou plemen — holstynského
skotu a ceského strakatého skotu (charakteristika viz Tab. €. 1). Ejakulat byl dale

zpracovavan v laboratofi inseminacni stanice.

20



4.3 Odbér ejakulatu

Odbér ejakulatu byl uskutecnén dle metodiky inseminacni stanice po dobu Ctyf
pokusnych dni. Kazdy odebrany vzorek ejakulatu byl nejdiive makroskopicky zkontrolovan.
Do hodnoceni byla zahrnuta pfitomnost cizorodych ptfimisenin (chlupy, krev, moc¢ atd.),
zapach, hustota ejakulatu (fotometricky pomoci spektrofotometru Spekol II) a jeho hmotnost
(vaZzenim pomoci digitalni automatické vahy Scout Pro). Dale byla subjektivné vyhodnocena
vychozi aktivita spermii (pomoci mikroskopu s fazovym kontrastem Meopta). K nésledné
analyze byl pouzit pouze ejakulat s aktivitou vyS$$i nez 70% a hustotou vyssi
nez 0,7.106 mm?®.

Kazdy odbérovy den byly ziskdny dva ejakulaity od 2 plemennych bykda.
Po makroskopickém a mikroskopickém vyhodnoceni byl ejakuldt rovnomérné rozdélen
na 8 alikvotnich objemt a do kazdého znich byla ptfidana piipravena tedidla s riiznou
koncentraci LDL (0, 4, 6 a 8%) tak, aby po rozmrazeni kontrolni ddvka vzorku obsahovala
minimalné 10 miliond aktivnich spermii. Redéni bylo provadéno odkapem fedidla ze sterilni
injekéni stiikacky do odebraného alikvotniho podilu ejakulatu umisténého ve zkumavce.

Po natfedéni byla zkumavka uzaviena sterilni zatkou.

Po uzavieni byl obsah zkumavek promichdn na oscilaénim stolku po dobu 10 minut.
Po naplnéni pejet o objemu 0,25 cm® nasledovala jejich ekvilibrace pii 4°C trvajici 120 minut.
Pejety byly zmrazeny v ptistroji Mini-Digitcool standardni mrazici kiivkou pro byc¢i ejakulat.
Priitbéh zmrazovani ze 4°C na -140°C byl pocitacove tizen. Poté byly zpracované inseminacni

davky uskladnény v kontejneru napInénym tekutym dusikem pii teploté -196°C.

4.4 Hodnoceni ejakulatu

Vyse zminénym postupem zpracované inseminacni davky byly nasledné hodnoceny
v laboratofi Katedry specialni zootechniky CZU v Praze. Bylo hodnoceno procento piezivsich
spermii pomoci barveni eosinem spolu s nigrosinem po rozmrazeni (zkr. Rozm.) a po 120
minutach kratkodobého tepelného testu prezitelnosti spermii (37°C) (zkr. Tep.T).

Jelikoz barvivo eosin méa schopnost prostupovat bunéénymi sténami mrtvych spermii,
barvi tyto spermie do Cervena. Oslabené nebo jinak poSkozené spermie barvi Castecné
do &ervena, respektive do riizova. Zivé spermie eosin nezbarvuje, proto ziistavaji bilé. Takto
byl stanoven procentudlni podil Zivych, a to vcetné oslabenych, a mrtvych spermii

ve vzorcich.
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Kapka spermatu (odméfeno mikropipetou) o objemu 20 pl byla smichana s 20 ul
eosinu na predehfatém hodinovém sklicku. Obé slozky byly nasledné¢ smiseny za pomoci
krouzivych pohybi po dobu 30 s. Nasledné bylo ptipipetovano 40 pl nigrosinu a 20 ul
vznikl¢é suspenze bylo naneseno na predehtaté podlozni sklicko, na némz byl proveden roztér.
Po zaschnuti byly roztéry mikroskopicky zhodnoceny pomoci mikroskopu s fazovym
kontrastem pfi tisicinasobném zvétSeni za pouziti olejové imerze. Z kazdého preparatu bylo
napocitano 200 spermii, z nichz byla procentualné vyjadiena prezitelnost, tedy procento
zivych spermii.

Déle byla podrobena analyze odolnosti spermii vii¢i chladovému Soku (zkr. Sokl
a Sok2). Z kazdé rozmrazené insemina¢ni davky byly postupné naplnény 3 kapilary o objemu
0,1 cm®, jez byly na jednom konci zaslepeny plastelinou. Poté byly tyto kapilary vloZzeny na
10 minut do chlazené 1azné (No Ice) o teploté 0°C. Po uplynuti inkuba¢ni doby byl smichan
na predehratém hodinovém sklicku obsah kapilary s 20 pl eosinu, krouzivymi pohyby byla
smes opatrné promichana tak, aby nedoslo k poskozeni bunék, po dobu 30 s a hned na to bylo
ptidano 40 pl nigrosinu. 20 ul vzniklé suspenze bylo naneseno na piedehiaté podlozni sklicko
a byl opét proveden roztér. Uvedeny postup byl zopakovan po 2 hodindch inkubace vzorka ve
vodni lazni pii 37°C (zkr. Tep.T.). Po zaschnuti byly roztéry podrobeny stejné proceduie jako

Vv predchozim kroku.

4.5 Pouzita redidla

Pro experiment byla vybrana dvé komercné vyrabéna tedidla neobsahujici zadné
7ivotisné slozky AndroMed® a Bioxcell®. V laboratofi byla provedena piiprava obou fedidel
dle navodu predepsan¢ho vyrobcem a nasledné byla ob¢ fedidla obohacena ptidavkem LDL
cholesterolu. Dle standardnich postupii fedéni pfedchazelo zahtati na teplotu, jiz dosahoval

ejakulat, aby bylo zabranéno teplotnimu Soku, tedy 38 + 1°C.
4.5.1 AndroMed”®

Toto fedidlo neobsahuje zaddnou ZivociSnou slozku, pfesto je u néj vSak zarucena
vysoka Gi¢innost. Na trhu je k dostani v balenich po 100 a 200 cm®. Toto fedidlo je vyrab&no
firmou MiniTiib Germany, kterd dodava dvé€ varianty fedidla. Jednostupniovd varianta
o vétsSim objemu je obohacena o antibiotika (pouzito k experimentu), dvoustupiiovd varianta
o mens$im objemu je doddvéana s antibiotiky zvlast. Vyrobce deklaruje moznost konzervace

inseminacnich davek, ale také uchovavéani cCerstvého spermatu, minimalni mikrobialni
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kontaminaci, rychlou a snadnou p¥ipravu, ktera je uvedena v navodu k pouziti. Redidlo kromé
antibiotik — Tylosinu, Gentamycinu, Spectinomycinu a Lincomycinu dale obsahuje rostlinné

fosfolipidy, Tris, kyselinu citronovou, cukry, antioxidanty, pufry a redestilovanou vodu.
45.2 Bioxcell®

Toto fedidlo bylo vyrobeno firmou IMV Technologies nachéazejici se ve Francii
a stejné jako predchozi fedidlo neobsahuje zddnou zivociSnou slozku. Je zalozeno na bazi
rostlinnych fosfolipidi a déle je vném piiddna smés antibiotik. Témi jsou Lincomycin,

Spectinomycin, Gentamycin a Tylosin.
45.3 LDL - cholesterol

Byl pouzivan Cdisty dialyzovany LDL cholesterol z vaje¢ného zZloutku ziskany
dle metodiky Moussa et al. (2002). Frakcionovana plasma z vaje¢ného zloutku byla smichana
se 40% roztokem siranu amonného, za jehoz pomoci byl béhem jedné hodiny z plasmy
vysraZzen protein livetin. Po tuto dobu byla udrZzovdna konstantni hodnota pH = 8.7
a konstantni teplota 4°C. Po tfictvrt¢hodinové centrifugaci byl odsat supernatant nachazejici
se nad usazenou vrstvou sedimentu. Supernatant byl pomoci dialyzy precistovan po dobu
6 hodin destilovanou vodou, aby byl zcela odstranén roztok siranu amonného.
Po tomto procesu opét nasledovala centrifugace trvajici 45 minut, po niz byly z hladiny
sesbirany plovouci zbytky plasmy bohaté na LDL. Tuto vyrobu zajiStovala spole¢nost. Hena,
S. 1. 0. Ktedidlim byl pfidavan chlazeny LDL cholesterol v koncentracich 4, 6 a 8%.
Vzdy byl jesté pouzit kontrolni vzorek bez ptidavku LDL.

4.6 Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni experimentu bylo provedeno za pomoci pocéitacového
programu SAS 9.3 (SAS/STAT® 9.3, 2011). Pro stanoveni zékladnich parametri soubor
byly vyuzity procedury MEANS a UNIVARIATE. Vztahy mezi vybranymi indikatory byly
posuzovany pomoci korela¢nich koeficientl, jez byly vypocteny pomoci procedury CORR.
Pti vybéru vhodného modelu hodnoceni danych ukazateli byla vyuzita procedura REG
a metoda STEPWISE. Pro hodnoceni rozdilu mezi zvitaty a skupinami byla pouzita procedura
GLM s naslednym detailnim vyhodnocenim pomoci Tukey-Kramerova testu.

Ke statistickému vyhodnoceni byla pouzita modelova rovnice (1):
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Yiig = 4+ +b; +¢, +(AC), +(BC) +€y4 1)

, kde jednotlivé symboly znamenaji nasledujici:

Vija — hodnoty zavisle proménné (procenticky podil pfezivSich spermii na pocatku testu
a po dvou hodinach tepelné zatézi, rozdil mezi témito dvéma hodnotami)

1 — obecna hodnota zavislé proménné,

a; — fixni efekt fedidla (i= AndroMed, n = 71; i= Bioxcell, n = 78);

bj — fixni efekt koncentrace LDL (j=0,n=34;j=4,n=40;]=6,n=238; =8, n=37);

ck — fixniefekt byka (k=1,n=15k=2,n=19; k=3, n=21;k=4,n=20; k=5,n=14;
k=6,n=18;k=7,n=21; k=8, n=21);

(AC)ix — interakce mezi fixnim efektem fedidla a byka (AndroMed x byk ¢. 1, n=9; Bioxell x
byk ¢. 1, n= 6; AndroMed x byk €. 2, n= §; Bioxell x byk ¢. 2, n= 11; AndroMed x byk ¢. 3,
n= 9; Bioxell x byk ¢. 3, n= 12; AndroMed x byk ¢. 4, n= 10; Bioxell x byk ¢. 4, n= 10;
AndroMed x byk €. 5, n=4; Bioxell x byk €. 5, n=10; AndroMed x byk €. 6, n=9; Bioxell x
byk €. 6, n=9; AndroMed x byk €. 7, n=11; Bioxell x byk ¢. 7, n= 10; AndroMed x byk ¢. 8,
n= 11; Bioxell x byk ¢. 8, n=10);

(BC)jk — interakce mezi fixnim efektem koncentrace LDL a byka (0 x byk ¢. 1, n=2; 0 x byk
¢.2,n=5;0xbyk¢.3,n=5;0xbyk .4, n=5;0xbyk .5 n=4;0x byk ¢. 6,n=35; 0 x byk
.7,1=4;0x byk ¢. 8, n=4;4 x byk ¢. 1, n=4; 4 x byk €. 2, n=5; 4 x byk €. 3, n=5; 4 x byk
.4, n=6;4xbyk . 5, n=2;4 xbyk €. 6, n=6;4 xbyk ¢. 7, n=7; 4 x byk €. 8, n=5;6 x byk
.1,n=5;6xbyk ¢. 2, n=5; 6 x byk €. 3, n=6; 6 x byk €. 4, n=4; 6 x byk €. 5, n=3; 6 x byk
.6,n=5;6xbyk €. 7,n=5; 6 x byk €. 8, n=5;8 x byk €. 1, n=4; 8 x byk €. 2, n=4; 8 x byk
.3,n=5;8xbyk ¢. 4,n=5; 8 x byk €. 5, n=5; 8§ x byk €. 6, n=2; 8 x byk €. 7, n=15; 8 x byk
¢. 8, n=7);

(@8 (@8 Cx¢ (@8

(@3

€ij — ndhodna rezidualni chyba.
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5 Vysledky

V nésledujici kapitole budou uvedeny vysledky experimentalné namétenych hodnot,
statistického vyhodnoceni a jejich popis. Vysledky budou posuzovany z pohledu tedidel,
bykt a ptidavktt LDL do jednotlivych fedidel.

V ramci zékladni charakteristiky modelové rovnice vyslo najevo, ze koeficient
opakovatelnosti celého modelu se pohyboval od r? = 0,57 do r? = 0,86 (viz Tab. &. 9). Efekt
fedidla byl statisticky vyznamny (P < 0,05) pouze pro druhy chladovy test. Efekt pridavku
LDL byl statisticky vyznamny (P < 0,001) pouze pro tepelny test. Efekt byka byl pro vSechny
faze experimentu statisticky vyznamny (P < 0,001). Interakce fixniho efektu mezi fedidlem
a bykem byla statisticky vyznamnd (P < 0,05) pro vSechny faze experimentu,
ale pouze pro fizi rozmrazeni inseminacni davky byla tato interakce statisticky vyznamnéjsi
a presn¢j$i (P < 0,001). Naproti tomu interakce fixniho efektu byka a ptidavku LDL
do fedidla byla statisticky nevyznamna pouze pro druhy chladovy test (P > 0,05),
ostatni faze byly na statisticky vyznamné hladiné (P < 0,001).

Na zékladé korela¢niho vztahu mezi jednotlivymi testy (viz Tab. & 8) lze fici,
ze vSechny testy spolu statisticky vyznamné koreluji (P < 0,001), pficemz Pearsonovy
korelacni koeficienty se pohybovaly v rozmezi r = 0,341 az r = 0,806. Statisticky vyznamna
korelace (0,01 > P > 0,001) mezi testy a piidavky LDL byla potvrzena pouze

pro dvouhodinovy tepelny test, kde Pearsonliv korela¢ni koeficient ¢inil hodnotu r = 0,223.
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Graf ¢. 1 — Primérny pocet zivych spermii béhem provadénych testh

Primérny pocet Zivych spermii béhem testu
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Z Grafu ¢. 1 vyplyva, ze nezavisle na pouzitém fedidle, pfidavku LDL a bykovi
vSeobecné dochazi k poklesu piezitelnosti spermii. Nejvétsi tbytky v této charakteristice
nastavaji pii pfechodu z vyssich teplot do nizSich (rozmrazeni insemina¢ni davky — chladovy
Sok, tepelny test — druhy chladovy Sok, viz Tab. €. 2). Podobny trend lze ocekdvat

i u ostatnich méfenych efekt.
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Graf & 2 — Porovnani fedidel AndroMed® a Bioxcell® béhem experimentu

Porovnani redidel AndroMed® a Bioxcell®
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AndroMed Bioxcell

Pii porovnani fedidel AndroMedu® a Bioxcellu® bez ohledu na pfidavek LDL & byka
(viz Graf ¢&. 2) je ziejmé, Ze obé fedidla dosahuji podobnych vysledku, a to sestupné tendence
podilu piezivSich spermii ve vzorku po jednotlivych zakrocich v experimentu. Pouze
po rozmrazeni inseminaéni davky byl zaznamenan u fedidla Bioxcellu® vyssi podil Zivych
spermii. U ostatnich méfeni Vv pokusu vSak byl jiz podil Zivych spermii vy$s$i u fedidla
AndroMedu®.

Po srovnani smérodatnych odchylek (pfesnéji viz Tab. €. 3) u obou fedidel,
lze konstatovat, Ze i zde, u prvniho méfeni, dosahoval AndroMed® stabilngjSich hodnot,
nebot” smérodatnd odchylka byla u tohoto méfeni mensi. Ve stejném trendu se situace
opakovala po méfeni hodnot po druhém chladovém Soku. LepSich vysledkt v rozptylu hodnot
nez AndroMed” dosahl Bioxcell® po prvnim chladovém $oku a po dvouhodinovém tepelném

testu.
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Graf €. 3 — Porovnani pfidavkit LDL béhem experimentu

Porovnani pridavki LDL
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Z Grafu ¢ 3 lze zietelné rozpoznat, ze procentualni podil Zivych spermii se
S piibyvajicim Casem a zatizenim spermii pii experimentu sniZuje.
Na rozdil od kontrolniho vzorku bez ptidavku LDL nevykazuji vzorky s piidavky LDL
tak rovnomérného poklesu Zivych spermii (podrobnéji viz Tab. &. 4).

Déle zde mizeme pozorovat vliv ptidavkti LDL pfi piechodu z chladového Soku
na tepelny Sok, niz§im poklesem procentudlniho podilu zivych spermii nez jak je tomu
u kontrolniho vzorku. Opacny situaci pak lze vidét pii prechodu z tepelného Soku do druhého
chladového Soku, kdy je naopak pokles kontrolniho vzorku méné vyrazny, nez je tomu
u vzorku s ptidavky LDL.

Z pohledu vykyvu hodnot a rozptylu hodnot stanovenych smérodatnou odchylkou
lze fici, Ze nejstabilngjsi vysledky vykazuje 8%-ni ptidavek LDL-cholesterolu,

naopak nejméné stabilni je pak fedidlo obsahujici 6%-ni pfidavek LDL-cholesterolu.
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Graf ¢. 4 — Porovnani byki béhem experimentu

Porovnani byki
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Z tohoto grafu (Graf €. 4) Ize vycist porovnani jednotlivych bykt a jejich spermatu
Z pohledu ptezitelnosti jejich spermii.

Byk ¢. 1 a byk ¢. 2 maji na pocatku pokusu i v jeho prabéhu jedny z nejvyssich
procentudlnich podilli Zivych spermii. Tuto skutecnost si zachovéavaji az do tepelného testu.
Poté u nich nastava pomérné hluboky pokles této charakteristiky vzhledem k ostatnim bykam.
Byk ¢. 1 mél v priméru mensi rozptyl hodnot preZzitelnosti, tudiz lze povazovat tyto hodnoty
za presngjsi (viz Tab. €. 5).

Byci €. 3 a 7 maji velmi podobné procentualni podily zivych spermii v pribéhu vsech
krokii experimentu. U obou dochdzi s postupem casu k relativné mirnému poklesu zivych
bunék. Jedinym rozdilem je fakt, Ze byk €. 7 je schopen si zachovat lepsi preZitelnost
po  tepelném  testu.  Vohledu vykyvu  hodnot lze  jednoznaéné  urcit,
ze byk €. 3 ma spolehlivéjsi prezitelnost (viz Tab. €. 5).
zivych spermii. U byka ¢ 6 dochdzi b&hem experimentu k pozvolnému poklesu,

kdezto u byka €. 4 jsou hodnoty podilu zivych spermii po chladovém testu srovnatelné
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Stémi po tepelném testu. Podil piezivSich spermii je u byka ¢. 4 vzhledem k menSim
vykyvim smérodatné odchylky mnohem ptesnéjsi (viz Tab. €. 5).

Byci ¢. 5 a 8 maji porovnatelné hodnoty zivych spermii pouze po rozmrazeni
inseminacni  davky.  Postupem  Casu  se  jejich  charakteristiky = rozchazi,
pricemz byk ¢. 8 je schopen si Iépe zachovat podil zivych spermii. Také u tohoto byka lze
konstatovat mensSi vykyv hodnot smérodatné odchylky (viz Tab. &. 5), a tedy presnéjsi
hodnoty pfezitelnosti.

Celkové lze urCit z pohledu pieZitelnosti nejlepSiho byka pouze po jednotlivych
testech. Zalezi tedy velmi na konkrétnich podminkach testu.

Vyse zminéné vysledky jsou téz podpofeny jinou statistickou metodou vyhodnoceni —
ANOVOU (viz Tab. ¢. 10). Udavané hodnoty se lisi pouze v desetinach. Data jsou vSak
vzhledem K principu vypoétu mnohem piesnéj$i, coz se promitne na velikosti hodnot

smérodatnych odchylek a sttedni chybé aritmetického priméru.
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Graf. ¢. 5 — Porovnani pokusti a kontrolniho vzorku

Porovnani pokusti a kontroly
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Predchozi graf (Graf €. 5) znazornuje porovnani souhrnnych vysledkli pokusi
a kontrolnich vzorka bez pridavku LDL. Je patrné, ze pokusy maji obecné vyssi procentudlni
podil zivych spermii napfi¢ vSemi testy nez je tomu u kontrolnich vzorkli. Kromé prvniho
testu vykazuji kontrolni vzorky méné stabilni hodnoty diky vétSim vykyviim smérodatné

odchylky (viz Tab. €. 7).
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6 Diskuze

Hodnocenim poctu zivych spermii po jednotlivych testech bez ohledu na byky,
pridavky LDL a pouzité fedidlo (viz Graf €. 1, resp. Tab €. 2) vySlo najevo, Ze v priubéhu
testti dochazi postupné k poklesu zastoupeni zivych spermii v davce. V pokusu byly pouzity
ejakulaty s aktivitou spermii ithned po odbéru vyssi nez 70%. Tato hodnota, jez je standardni
pro aktivitu spermii, z nichZ jsou vyrabény inseminaéni davky v Ceské republice, je potvrzena
i Beranem a kol. (2013). Louda a kol. (2007) pro zménu udava aktivitu spermii ihned
po odbéru vrozmezi 45 — 75%. Pfi méfeni poctu Zivych spermii V co nejkrat$i dobé
po rozmrazeni se procento zivych spermii v davce pohybovalo v rozmezi 68,33 — 32,07%, coz
je nejspiSe zpusobeno teplotnim Sokem nastalym béhem zmrazovdni a tani davky.

K vyrazng€j§im ubytkim Zzivych spermii pak dochazi ptedevsim pii poklesu teploty.
Tento poznatek lze vycist téz z pokusu Berana a kol. (2013), v némz béhem teplotni zatéze,
jiz byly spermie vystaveny, pokleslo procento pieziv§ich bun€k. Tento jev miZze byt
pravdépodobné zpiisoben nedostatenou a pomalou adaptaci spermii na teplotni vykyvy,
jelikoz k nim buniky nejsou fyziologicky pfeduréeny. Nicméné, byla-li by spermie schopna
rychlej$i adaptace témto podminkdm, pravdépodobné by béhem této doby rychleji
spotfebovavala své zasoby ATP a jednoduchych cukrii obsaZzenych v nafedéné semenné
plazmé. 1 pies zrychlenou adaptaci by tak mohla buinika uhynout vlivem vycCerpani
energetickych zdrojii, nebo otravou zplisobenou vlastnimi metabolity. Toto tvrzeni
je podpoieno i Ballem a Petersem (2004), ktefi udavaji jako kone¢ny zdroj metabolismu
spermii kyselinu mlécnou, jez ma za nasledek zmény hodnot vnéjSiho prostiedi, v némz
se sam¢i pohlavni bunky nachazeji a které jsou pro spermie ¢asto smrtelné.

Moussa a kol. (2002) predpokladaji, ze LDL — cholesterol bude mit kryoprotektivni
u¢inky, coz ho  pfedurcuje také kochrané proti  chladovému  Soku.
Déle se domnivaji, ze pravé LDL — cholesterol je hlavni slozkou zodpovédnou za tuto
ochranu.

Pfidanim slozky LDL — cholesterolu do komerc¢nich fedidel neobsahujicich zadné
zivo¢isné slozky dochazi ke zlepseni jejich kryoprotektivnich vlastnosti. Van Wagtendong-de
Leeuw a kol. (2000) a Beran a kol. (2013) uvad¢ji, Ze tfedidla zaloZzena na bazi s6jového
extraktu dosahuji ve srovnani s fedidly obsahujici vaje¢ny Zloutek zpravidla horSich vysledki.

V experimentu provadéném v ramci této diplomové prace byly porovnavany podily
preziv§ich spermii po vystaveni chladovému a tepelnému testu. Ejakulat byl nafedén
komer&né vyuzivanymi fedidly AndroMed® a Bioxcell®, do nichZ byly pridany 4%, 6% a 8%
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LDL — cholesterolu, kontrolnim vzorkem pak bylo fedidlo neobsahujici zadny podil
LDL — cholesterolu (0% LDL). Obdobny pokus byl proveden také Moussou a kol. (2002)
srovnavajici vsak komeré¢ni fedidla Triladyl® a Biociphos®, znichz viak pouze prvné
jmenovany byl odlisn¢ nafedén, a to 2,5%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 15% a 20%
LDL — cholesterolem. Biociphos® tomuto nafedéni podroben nebyl. Autofi se viak v tomto
pokusu zabyvaji spiSe motilitou po rozmrazeni. I tak lze fici, ze motilita pfimo koresponduje
S prezitelnosti spermii, vysledky je tedy mozné porovnavat.

Beran a kol. (2013) se viak jiz, kromé Triladylu®, sousttedili i na fedidla AndroMed®
a Bioxcell®. Vtomto experimentu byly zvoleny 4%-ni, 6%-ni a 8%-ni ptidavky
LDL — cholesterolu pro AndroMed® a Bioxcell® a 6%-ni, 8%-ni a 10%-ni ptidavky
LDL — cholesterolu pro Triladyl®, kde vy3si koncentrace LDL — cholesterolu nahrazovaly
bézné pridavany vajecny zloutek, jez je jinak nezbytnou slozkou pro toto fedidlo. V tomto
pokusu byla srovnavana prezitelnost spermii po chladovém Soku, kterd byla zjistovana
stejnym zplusobem jako u naSeho experimentu — tedy pomoci barveni eosin-nigrosinovym
barvivem. Jako kontrolni vzorek bylo pouzito fedidlo bez piidavku LDL — cholesterolu. Po
spocitani zivych spermii byl vyjadfen jejich procentudlni podil.

Pii srovnani vysledki experimentu s Beranem a kol. (2013) bylo potvrzeno,
ze efekt bykt byl statisticky vyznamny (P < 0,01). Pii porovnani efektu fedidla se vSak
jiz hodnoty u obou pokusti rozchazely. V tomto pokusu vysel na statisticky vyznamné hlading
efekt fedidla pouze po druhém chladovém testu (P < 0,05), kdezto Beranovi a kol., (2013)
vySel efekt fedidla statisticky vyznamny ve dvou hodnocenych bodech — u procenta
piezivsich spermii po 2 hodinach od zahajeni testu a 2 hodinach tepelné inkubace. Efekt
piidavku LDL — cholesterolu v pokusu vysel jako prikazny a statisticky vyznamny pouze
po dvouhodinovém tepelném testu. Ve srovnavacim pokusu vSak fedidlo vyslo
ve vSech bodech jako statisticky nevyznamné.

Dale byly vyhodnoceny sloucené faktory, tedy fixni efekty byka a pouzitého fedidla
a pridavku LDL a byka (viz Tab. €. 9). Prvni jmenovany fixni efekt byl statisticky vyznamny
pouze pro prvni krok, tedy zivotaschopnost spermii po rozmrazeni inseminac¢ni davky
(P < 0,001). Ztoho Ize usuzovat o dalSich moznych faktorech ovliviiujicich ptezitelnost
spermii (naptiklad pfidavek LDL do komerénich fedidel ¢i ptirozenou odolnost spermii vici
vykyviim teplot) pfi dalSich zkuSebnich krocich testu — chladovém a tepelném Soku. Druhy
jmenovany fixni efekt nevySel jako statisticky vyznamny (P > 0,001) pouze pro druhy

chladovy Sok. Zde Ize ptedpokladat, Ze jsou spermie pii druhém chladovém testu vystaveny
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prilis velké zatézi i ptes pridavky LDL s uvdzenim piirozené odolnosti spermii vici teplotnim
Sokim. V tomto ohledu je nutné podotknout, ze tyto vysledky nelze prozatim s nikym
porovnat.

Podobné¢ jako u experimentu Berana a kol. (2013), byli i v tomto pokusu porovnavani
vSichni byci bez ohledu na pouzit¢ ftedidlo ¢i mnozstvi ptidaného LDL.
Tyto vysledky koresponduji s vysledky zminénymi vyse (viz Graf & 3, resp. Tab. €. 10).
Po rozmrazeni insemina¢ni davky, po prvnim chladovém testu a tepelném testu dosahoval
nejlepsich vysledkd byk ¢. 2 (P < 0,001), nicméné po druhém chladovém testu je v ohledu
piezitelnosti zivych spermii tento byk nahrazen bykem ¢. 3 (P <0,001). To jen potvrzuje fakt,
ze efekt byka je statisticky vyznamnym ukazatelem. Toto tvrzeni sdili i Thara a Suresh Nair
(2007).

V ramci experimentu byly hodnoceny také pifidavky LDL bez ohledu na byka
a tfedidlo (viz Graf ¢&. 3, resp. Tab €. 4). Po rozmrazeni insemina¢ni davky dosahuje
nejlepSich vysledk piidavek 8% LDL, po prvnim chladovém testu vSak jiz ptidavek 6% LDL
a po tepelném testu dokonce piidavek 4% LDL. Posledné¢ zminény ptidavek si udrzel
dosazené vysledky 1 po druhém chladovém testu, v némz dosahl nejvyssi hodnoty podilu
prezivsich spermii. Z tohoto faktu lze vyvodit, Ze pro dosazeni nejvysSiho poctu zivych
spermii Ize pro jednotlivé zatézové testy doporucit rtizné piidavky LDL. Po rozmrazeni
inseminacni davky miizeme ocekévat nejlepsi ochranu bunék u nejvyssiho pridavku LDL.
Tento vysledek potvrzuji i Moussa a kol. (2002), kdy pro fedidlo Triladyl® stanovil jako
nejlepsi vhodnou koncentraci, pii niz byla zachovana nejvySsi motilita, pfidavek 8% LDL.

Po prvnim chladovém testu vychdzi nejlépe piidavek 6% LDL, po dvouhodinovém
tepelném testu pak ptidavek 4% LDL, nicméné piidavek 8% LDL neni nijak vyznamné
odlisny a v ramci stfedni chyby aritmetického priméru miazeme tyto ptidavky povazovat za
totozné. Z tohoto diivodu miZeme vSeobecné ocfekavat nejlepsi vysledky od pridavku 8%
LDL, dokud vzorek neprojde druhym chladovym testem. Tyto vysledky vSak mohou byt pro
jednotliva fedidla a sperma byku lehce odlisné.

Pfi hodnoceni fedidel (viz Graf €. 2, resp. Tab. €. 3) bez ohledu na pfidavek LDL
a byky lze povazovat za lepsi fedidlo AndroMed®™, nebot’ si po vétsi ¢ast experimentu dokézal
zachovat vy3§i procentudlni podil pieziviich spermii nez fedidlo Bioxcell®.

Porovnanim ptezitelnosti v prib&hu pokust a kontrolnich vzorki (viz Graf €. 5, resp.
Tab. €. 7) lze jednoznaéné potvrdit, ze LDL — cholesterol ma vliv na ochranu spermii

pied vykyvy teplot. Toto tvrzeni podporuje 1 Moussa a kol. (2002), ktery ve své publikaci
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konkrétn¢ zminuje, na jakém principu je tato ochrana zalozena. Pravdépodobné je téZ mozné,
ze lipidy obsazené v LDL cholesterolu maji urcité izola¢ni vlastnosti, které jsou schopné
tepeln¢ izolovat od teplotnich vykyvt vnéjsiho prostiedi. Tim mohou zmirnit skokovou
zménu vnéjsich podminek, a umoznit tak buiice delsi ¢as pro adaptaci.

Pfi hodnoceni korelace mezi jednotlivymi pokusy (Tab. €. 7) 1ze dojit k zavéru, ze na
prikazné¢ hladiné (P < 0,001) se pohybovala vétSina charakteristik. Pfidavek LDL
cholesterolu nemél zcela prikazny vliv na procentudlni podil zivych spermii po rozmrazeni
a po prvnim a druhém chladovém $oku. K takovémuto vysledku dosli i Beran a kol. (2013)
ve svém pokusu, v némz se mu také ptidavek LDL — cholesterolu projevil jako neprukazny.
Z tohoto zjisténi lze usuzovat, Ze nelze jednoznacné urcit konkrétni koncentraci pridavku
LDL — cholesterolu pro jednotlivé testy, jelikoz tyto proménné s ptidavky
LDL — cholesterolu vétSinové nekoreluji, a vysledky tudiz nejsou prozatim zcela jasné

prukazné.
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[ Zavér

Hypotéza stanovena v ramci cile diplomové prace byla potvrzena — se vzristajici
zatezi skuteCné dochazi k procentudlnimu tbytku zivych spermii.

Z hodnoceni fedidel vyslo 1épe fedidlo AndroMed®, nebot’ si v priibdhu experimentu
zachovalo oproti fedidlu Bioxcell® vyssi pocet Zivych spermii.

Z experimentu dale vyplynulo, ze pro jednotlivé testy, tedy chladovy a tepelny test,
nelze zcela jednozna¢né stanovit vyhovujici procentudlni piidavek LDL — cholesterolu.
Jako nejstabilngjsi se vSak jevi 8% pridavek LDL — cholesterolu. To plati pro vSechny zatéze
— od rozmrazeni inseminacni davky po tepelny test, vyjimku ale tvofi druhy chladovy test,
pi1t némz vysel nejlépe pridavek 4% LDL — cholesterolu. Pro zatéz dvojitého zchlazovani
ejakulatu je vSak jesté nutné ucinit dalsi podrobnéjsi vyzkumy a analyzy, provadéné pomoci
modernich technologii a postupii, zaméfené na dalsi vlastnosti spermii, jimiz jsou napiiklad
motilita, funk¢nost akrozomu a jeho penetra¢ni schopnost, s piidavkem LDL - cholesterolu
VvV rozmezi 4 — 8%.

Jak u typu fedidla, tak u pfidavku LDL — cholesterolu nelze vseobecné zarucit urcity
podil piezivsich spermii, jelikoz ta zavisi v prvni fad¢ na spermiich konkrétniho byka, které
dokézi 1épe odolavat chladu nebo zménam teploty. Tuto skute¢nost lIze fadit mezi individualni
vlastnosti pohlavnich bun¢k zvifete.

Pokud vsak v budoucnu dojde ke zpfesnéni, ktery procentudlni piidavek
LDL — cholesterolu do fedidla ejakulatu je v ohledu ochrany spermii nejvhodnéjsi, Ize tento

poznatek uvést do praxe a zajistit tim vétsi optimalizaci vyroby insemina¢nich davek.
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9 Prilohy

Tab. €. 1 — Charakteristika byk

Cislo byka Registr, jméno Plemeno
1 MOR 198 Manitogen Cesky strakaty skot
2 MOR 170 Girold Cesky strakaty skot
3 NEA 672 Kolt Holstein
4 NEO 283 Holstein
5 NXA 873 Fame Holstein
6 Redstar Red Holstein
7 NEO 197 Milano Holstein
8 NEA 955 Northorn Holstein
Tab. ¢. 2 — Zakladni statistiky souboru
Proménna n X S | min. [max.| s.e. | V(%)
Procento Zivjch Spl‘gm“ PO TozMrazent | 449 149,34 | 13,83 | 18,84 [ 80,17 | 1,13 | 28,04
Procento zivych sé;()j(rlrlnn po chladovém 139 |37.64|1357(1071| 75 | 1,15 | 36,05
Procento zivych spermiipo 2 hod | 449 | 35 70| 12,77 5,26 |59,67| 1,05 | 39,07
tepelného testu
Procento z1vych§s§)ke£nzm po chladovém 139 |19.42| 9,05 | 1.1 |4824| 0,77 | 46,61




Tab. €. 3 — Statistické vyhodnoceni z pohledu fedidel

Redidlo Proménna n| x s | min. [max. | se. |V (%)
procento Zivych spermii po | 71 | g 89 | 1330 | 24,26 77,28 | 1,58 | 27,24
rozmrazeni ID
procento Zivych spermii po | gg | 39 95 14 33| 10,71 75 | 1,74 | 3745
AndroMed chladpvem Soku .
procento Zivjch spermii po | 24 | 33 57119 96| 9,86 |57,69| 1,54 | 38,97
2hod tepelného testu
procento Zivich spermii po | ga | g 84| g o4 | 1.1 |48.24| 1,08 | 42,92
chladovém Soku 2
procento Zivych spermii po | 741 49 81 (14 37| 18,84 80,17 | 1,63 | 28,85
rozmrazeni ID
procento Zivych spermii po | 7 137 05 19 88| 11,8 |69,37| 1,53 | 34,76
Bioxcell chladpvem Soku '
procento Zivych spermii po | 4| 35 19| 19 66| 526 | 59,67 | 1,43 | 39,34
2hod tepelného testu
procento zivych spermii po | 24 119071 901 | 38 |39,83| 1,07 | 49,87

chladovém Soku 2




Tab €. 4 — Statistické vyhodnoceni z pohledu pridavkt LDL do fedidel

Prll_dgl‘_’ek Proménna n - S min. | max. | s.e. | V (%)
procento Zivych spermii po | 5,1 47 19|14 352403 | 74,29 | 2.46 | 30,42
rozmrazeni ID
procento Zivych spermii po | 45 | 34 56111 141071 53,6 | 1,94 | 32,50
0 chladovém Soku
procento zivych spermii po
2hod tepalného testu 3426,54(12.24| 526 |48.75| 2,10 | 46,12
procento Zivych spermii po | 45 | 1931 817 | 45 (3469 1.42 | 44,52
chladovém Soku 2 ! ' ' ' ' '
procento Zivych spermii po | | 49 59112 09 [32.29| 74 | 1,01 | 24,53
rozmrazeni ID
procento Zivych spermii po | 5 | 39 54 113 9811071 |69.37| 2,30 | 36,26
4 chladovém Soku
procento Zivych spermii po |y | 5, 9311238 | 986 57.60| 1,96 | 3545
2hod tepelného testu
procento Zivych spermiipo | 35151 5g190 07| 11 |39.83| 1.68 | 46,65
chladovém Soku 2
procento Zivych spermii po | 49 | 1a 89115 02 [ 24.62 | 80.17| 2,44 | 30,73
rozmrazeni ID
procento Zivych spermii po | 4o | 39 571151311316 | 75 | 2,56 | 38,24
5 chladovém Soku
procento Zivych spermii po | 40131 0011308 | 108 |59.67| 2,12 | 3845
2hod tepelného testu
procento zivych spermii po | a5 19 95| 985 | 38 |48.24| 1,67 | 49,41
chladovém $oku 2 ! ! ' ' ' '
procento Zivych spermii po | 37 | 51 8511401 | 18,84 | 72,82 | 2,30 | 27,05
rozmrazeni ID
procento Zivych spermii po | 5, | 37 94 11359| 118 |64.83| 2,33 | 35,81
3 chladovém Soku
procento zivych spermii po
>hod topelndhy tostu 37(34,60(12,03| 12,6 | 57,3 | 1,98 | 34,78
procento Zivych spermiipo | 30117201 768 | 65 |3666| 1,30 | 43,40
chladovém $oku 2




Tab. €. 5 — Statistické vyhodnoceni z pohledu bykt

Byk Proménna n x S min. | max. | s.e. | V(%)
procento Zivych spermii po | 15 | 59 53114 76 | 38,75 | 80,17 | 3,68 | 23,95
rozmrazeni ID
procento Zivych spermii po | 15| 45 15| 977 | 34,65 |63,54| 2,52 | 20,31
1 chladovém Soku
procento Zivjch spermii po 2hod | 5\ 39 751 1940 | 20 | 57.3 | 2,69 | 26,18
tepelného testu ’ ’ ’ ’ ’
procento Zivjch spermiipo |45\ 1971 | 794 | 7,08 |30,61| 2,05 | 40,29
chladovém Soku 2
procento zivych spermii po | 19 | 65 18| 757 | 56,96 | 77,28| 1,74 | 11,10
rozmrazeni ID
procento Zivych spermii po | 19 155 9311294 |34.91| 75 | 2,88 | 23,12
2 chladovém Soku
procento zivych spermii po 2hod | 19141 17117 13| 12,4 |59,67| 3.93 | 41,59
tepelného testu ’ ’ ’ ’ ’ ’
procento zivych spermii po | 141541911030 | 7,1 |39,83| 2,50 | 51,22
chladovém Soku 2
procento zivych spermiipo | 59 1 55 8| 444 | 431 |56,99| 0,97 | 8,40
rozmrazeni ID ' ' ! ! ! !
procento zivych spermiipo | 17| 41 95| 819 | 2617 | 53,6 | 1,97 | 19,35
3 chladovém Soku ’ ' ' : ! !
procento Zivych spermii po 2hod | 5 | 55 o6 | g 26 | 27,34 |55,21| 1,80 | 22,97
tepelného testu ’ ’ ’ ’ : :
procento zivych spermii po | 55 | 56 39| 735 | 14,37 | 36,66 | 1,64 | 27,97
chladovém Soku 2
procento zivych spermiipo | 54 | 54 97| 590 | 24,26 | 42,5 | 1,32 | 16,86
rozmrazeni ID ' ' ! ! ! !
procento Zivych spermii po | 10154 641 797 |10.71|38,77| 1,71 | 29,49
4 chladovém Soku
procento Zivych spermii po 2hod | 55 | 55 96| 467 | 184 |31,82| 1,04 | 17,99
tepelného testu
procento zivych spermii po | 19 116 19| 631 |10,24|30,87| 1,45 | 38,96
chladovém Soku 2
procento Zivych spermii po |44 | 47 93115 04 | 34,18 | 65,41 | 3,22 | 25,50
rozmrazeni ID
procento Zivych spermii po |43 |39 50| 837 | 20,51 |45,68| 2,31 | 26,41
5 chladovém Soku
procento Zivych spermii po 2hod |41 | o6 a5 | g 0g | 1651 | 36,24 | 2,16 | 30,68
tepelného testu ' ’ ’ ’ ’ ’
procento Zivych spermifpo 11, 14309| 298 | 89 [17,75| 0,80 | 22,79
chladovém Soku 2 ’ ’ ’ ’ : :
procento Zivych spermiipo |15 | 3371 | g 93 | 1884 | 434 | 2,10 | 26.49
rozmrazeni ID ' ! ! ! ' '
6 procento Zivych spermii po | 14154 63| 896 | 11,8 [39,52| 2,11 | 36,39
chladovém Soku
procento Zivych spermii po 2hod |10 |17 611 717 | 526 |26,36| 1,69 | 40,71

tepelného testu




procento zivych spermii po

chladovém Soku 2 16111271 6,55 | 38 25 | 164 | 5811
procento Zivich spermiipo |5 |53 14| 933 34,06 | 64,17 | 2,04 | 17,55
rozmrazeni 1D
procento Zivych spermii po | 55 | 45 18112 38| 10,71 | 59,22 | 2,77 | 29,35
chladovém Soku
procento Zivych spermii po 2hod | 51 140351 13 08| 9,86 [53,68| 3,05 | 34,66
tepelného testu : ’ ’ , , :
procento Zivych spermiipo | 19 |54 69|11 75| 1,1 |48,24| 2,69 | 47,75
chladovém Soku 2 : : ’ ’ , ,
procento Zivich spermiipo | 1 | 46 53| 615 | 36,54 | 59,88 | 1,34 | 13,30
rozmrazeni ID
procento zivych spermii po | 5 | 3551 | 790 | 13,16 |43,82| 1,77 | 22,44
chladovém Soku
procento Zivich spermii po 2hod | 5 | 35 71 | 6 46 [ 17,27 [40,41| 1,41 | 19,75
tepelného testu
procento Zivych spermiipo | 19159951 480 | 15 |31,08| 1,10 | 22,90

chladovém Soku 2




Tab. €. 6 — Statistické porovnani pokust a kontrol

Déleni Proménna n x S min. | max. | s.e. | V (%)
procerfgzﬁzgi‘nsﬁegm” PO 1114 | 49,90|13,72| 18,84 80,17 | 1,28| 27,48
procegg‘;ﬁggg?ﬁ;“” PO 1105 | 38,54 |14,11[10,71| 75 |1,38| 36,62

Pokus TR —
meEﬁtSé;VéféﬁEiiEp" 114 (34,35|12,33| 9,86 59,67 |1,15| 35,88
prociﬁizdﬁgﬁé?gr;”po 105 |19,49| 8,94 | 1,1 |48,12|0,87| 45,86
procerfgzﬁmvzggn?}%m” PO | 35 (47,49 (14,25 | 24,03 | 74,29 | 2,41| 30,00
procegﬁ?ﬁgggiﬂfﬁ” PO | 34 |34,86|11,49|10,71|54,12 1,97 | 32,95

Kontrola rocento zivych spermii po
P e d tegeylnéhgtesmp 35 |27,32|12,90 | 5,26 |53,682,18| 47,23
pmcgﬁg dﬂgﬂ‘gﬁﬁ” PO 1 34 1922|954 | 45 |48,24|1,64| 49,62

Tab. €. 7 — Korelace mezi proménnymi
iiVPZﬁC:n;fmii procento Zivych procento zivych
oychla (Ii)ovém spermii po 2hod spermii po LDL
P Soku tepelného testu | chladovém Soku 2
procento zivych | I 0,806 0,568 0,341 0,106
spermii po P <0,001 <0,001 <0,001 0,200
rozmrazeni ID | n 139 149 139 149
procento zivych | I 0,634 0,509 0,114
spermii po P <0,001 <0,001 0,183

chladovém Soku | n 139 129 139

procento Zivych | I 0,656 0,223

spermii po 2hod | P <0,001 0,006

tepelného testu | n 139 149

procento Zivych | I -0,017

spermii po P 0,843

chladovém Soku 2 | n 139




Tab. €. 8 — Zakladni statistiky modelové rovnice, vlivy jednotlivych faktort

MODEL redidlo LDL byk fedidlo * byk LDL * byk
UKAZATEL r’ P |Ftest| P |Ftest] P |[F-test] P [ F-test| P | F-test P
procento zZivych spermii po
rozmrazeni ID 0,86 |<0,001| 3,2 (0,076 2,29 | 0,082 |65,19|<0,001| 5,25 |<0,001| 5,8 <0,001
procento Zivych spermii po
chladovém Soku 0,74 |<0,001| 0,75 (0,389| 1,7 | 0,172 |25,22|<0,001| 2,83 | 0,01 2,65 <0,001
procento zZivych spermii po
2hod tepelného testu 0,72 | <0,001| 2,25 |0,137| 7,56 | <0,001 | 18,27|<0,001 | 2,68 | 0,013 | 44 <0,001
procento Zivych spermii po
chladovém Soku 2 0,57 |<0,001| 5,43 [0,022| 2,17 | 0,096 | 8,7 |<0,001| 2,73 | 0,012 | 1,65 0,053




Tab. €. 9 — Vyhodnoceni pfezitelnosti spermii pomoci procedury GLM (ANOVA)

procento Zivych spermii

procento Zivych spermii

procento Zivych spermii po

procento Zivych spermii po

Efekt Uroveti po rozmrazeni 1D po chladovém Soku 2hod tepelného testu chladovém Soku 2
LSM =+ SE LSM =+ SE LSM + SE LSM + SE
Redidlo Andromed 47,54 + 0,824 37,96 £ 1,116 33,01 + 1,065 20,53 + 0,9582
Bioxcell 49,50 + 0,728 36,66 + 1,008 30,88 + 0,941 17,53 + 0,865
Pridavek 0 47,45+ 1,119 34,41 + 1,507 26,03 + 1,446’:s 17,44 + 1,292
L DL 4 48,59 + 1,070 38,15+ 1,476 34,18 + 1,384B 21,47 + 1,269
(%] 6 4721 + 1,048 38,68 + 1,448 33,80 + 1,356B 19,53 + 1,242
8 50,81 + 1,090 37,89 + 1,491 33,78 + 1,409 17,69 + 1,277
1 58,31 + 1,754% 4536 + 2,335 36,01 + 2,267 18,01 +2,003°
2 68,33 + 1,427°° 53,24 + 1,943° 41,51 + 1,845%¢ 19,64 + 1,706
3 52,96 + 1,356°° 41,94 + 1,989"=¢ 36,48 + 1,7527° 26,78 + 1,588™°
Cislo 4 34,99 + 1,383°PFC 24,88 + 1,934°PFC 25,79 + 1,788°F6:08 15,71 + 1,630°°
byka 5 42,69 +2,073°°F 31,12 +2,760°°%¢ 26,07 +2,679°" 13,99 +2,367°°¢
6 32,07 + 1,598°PF+K 24,39 +2,128° 16,90 + 2,066 <" 11,82 + 1,934°°
7 52,74 + 1,363°7¢ 42 45 + 1,874 40,32 + 1,762 25,14 + 1,629
8 46,06 + 1,363 H-Pa 35,07 + 1,842°7P 32,47 + 1,762 21,17 + 1,662"

Vysvétlivky: A-B, C-D, E-F, G-H, I-J, K-L

.... P<0,01; a-b, c-d, e-f, g-h, i-j .... P <0,05.




10 Seznam pouzitych symboli a zkratek

a Fixni efekt fedidla

(AC)ix Interakce mezi fixnim efektem fedidla a byka

bj Fixni efekt koncentrace LDL

(BO)j« Interakce mezi fixnim efektem koncentrace LDL a byka
Ck Fixni efekt byka

°C Jednotka teploty

cm Jednotka délky

cm®, mm® Jednotky objemu

Eijkl Nahodn4 rezidualni chyba

kPa Jednotka tlaku

n Cetnost méfeni

max. Maximalni hodnota

min. Minimalni hodnota

P Priikaznost

r,r2 Korelacni koeficient, koeficient opakovatelnosti
S Jednotka casu

S Smérodatna odchylka

s.e. Stiedni chyba aritmetického priméru

\Y Varia¢ni koeficient

X Aritmeticky primér

Yijki Hodnoty zavisle proménné

u Obecna hodnota zavislé proménné

AlIC Artificial insemination center (inseminacni stanice)
ATP Adenosintrifosfat

CASA Computer Assisted Sperm Analysis



EDTA
EU

HDL
HOS-test
ID

LDL — cholesterol
LSM

pH
Rozm.
Tep.T.
Sokl
Sok2

zkr.

Kyselina etylendiamintetraoctova

Evropska unie

High-density-lipoprotein (lipoprotein s vysokou hustotou)

Hypoosmotic swelling test

Inseminaéni davka

Low-density-lipoprotein (lipoprotein s nizkou hustotou)

Least Square Means (Metoda nejmensich ¢tverci)

Vodikovy exponent, vyjadiujici povahu roztoki
Rozmrazeni vzorku/ inseminacni davky

Tepelny test

Chladovy Sok 1

Chladovy Sok 2

Zkracené, zkratka
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. 1 — Charakteristika byku

2 — Zakladni statistiky souboru

. 3 — Statistické vyhodnoceni z pohledu fedidel

. 4 — Statistické vyhodnoceni z pohledu ptidavki LDL do fedidel

. 5 — Statistické vyhodnoceni z pohledu bykt

6 — Statistické porovnani pokusi a kontrol

. 7— Korelace mezi proménnymi

. 8 — Zakladni statistiky modelové rovnice, vlivy jednotlivych faktort

. 9 — Vyhodnoceni pfezitelnosti spermii pomoci procedury GLM (ANOVA)



