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Pridavek specifickych latek do redidla ejakulatu byki a
zmény jeho parametri

Addition of specific substances into diluter of bulls
ejaculate and changes of its parametres

Souhrn

Tato bakalatska prace je zaméfena na vyrobu, technologii a zpracovani insemina¢nich davek.
V tvodu je zminéno, pro¢ se k metodé¢ umeélého oplodnéni samic piistupuje. V nasledujici
¢asti se vénuje vybéru plemenikil az po jejich testaci, hodnoceni jejich pohlavni Cinnosti
a ejakulatu. Pres vybér a popis rtiznych fedidel se dostavdme do dalsi ¢asti prace, ve které
je popsano, jak se insemina¢ni davky vyrabé&ji, fedi a zpracovavaji tak, aby byla zachovéana
jejich spravna funkénost. V experimentalni ¢asti je popsan postup, podle které¢ho bylo vedeno
testovani ptidavku LDL — cholesterolu do komer¢nich fedidel o riznych koncentracich.
Do fedidla Triladylu byl ptidan LDL — cholesterol o 10, 9, 8, 7 a 6% koncentraci. V fedidlech
Bioxcell a AndroMed byl obsazen 8, 6, 4 a 2% ptidavek LDL. Byly sledovany zmény
pH a osmotického tlaku béhem skladovani pii 4°C. Hodnoty pH byly méfeny v intervalech
0, 2, 24, 48 a 72 hodin a hodnoty osmotického tlaku byly zaznamenavany v rozmezi
0, 24, 48 a 72 hodin. Vhodnost fedidel ke konzervaci by¢iho ejakulatu byla hodnocena podle
stability hodnoty pH a osmotického tlaku v pribéhu casu. U obou ukazateli byl zaznamenan
celkovy narust téchto hodnot. Poté bylo vyhodnoceno, které fedidlo je lepsi ke kratkodobé
a dlouhodobé konzervaci. NejlepSich vysledki dosdhlo fedidlo AndroMed s ptidavkem
4 a 2% LDL, u kterych byla namétfena nejmensi zména hodnoty pH a také pomérn¢ stabilni
osmoticky tlak. AndroMed se 4 a 2% LDL tak je nejspolehlivéjs§im fedidlem, které mize byt
pouzito jak ke kratkodobé, tak i dlouhodobé konzervaci. Oproti tomu fedidlo Triladyl
s8 a 7% LDL bylo vyhodnoceno jako fedidlo dobré ke kratkodobé, maximalné vSak
2 hodinové, konzervaci by¢iho semene. Redidlo Bioxcell se 6 a 4% LDL by mohlo slouzit

k dlouhodobé konzervaci, kdy postupem ¢asu dochazi ke stabilizaci pH.



Kli¢ova slova: byk, ejakulat, fedidlo, insemina¢ni déavka, kvantitativni a kvalitativni

parametry ejakulatu

Summary

This bachelor thesis is focused on the manufacturing, technology and processing of artificial
insemination doses. In the introduction is mentioned why the artificial insemination of dams
is used in the field of reproduction. The following section is devoted to the selection of sires
to their testing, evaluation of their sexual activity and ejaculate. Through the selection
and description of various diluents the thesis continues to the next section in which
is described how the insemination doses are produced, processed and diluted to maintain their
proper functionality. In the experimental part is described a procedure by which the test of the
LDL — cholesterol addition in commercial diluents of different concentrations was led.
The addition of 10, 9, 8, 7 and 6% LDL - cholesterol concentration was made into the Triladyl
diluent. Bioxcell and AndroMed contained 8, 6, 4 and 2% addition of LDL. The changes
in pH and osmotic pressure during storage at 4°C were observed. The pH values were
measured at intervals of 0, 2, 24, 48 and 72 hours, osmotic pressure in the range
of 0, 24, 48 and 72 hours then. Diluents suitability for preservation of bull semen was
assessed by the stability of the pH and osmotic pressure over time. For both these factors
an overall growth in these values was observed. After that the evaluation which diluent
is better for short-term and long-term preservation was made. The best results were reached
by diluent AndroMed with addition of 4 and 2% of LDL - the smallest changes
in the pH value and osmotic pressure were achieved. Therefore, AndroMed containing
4 and 2% of LDL is the most reliable diluent for short-term and long-term preservation.
In contrast, diluent Triladyl with 8 and 7% of LDL addition was evaluated as a good diluent
for the short term bull semen preservation, but only up to 2 hours. Diluent Bioxcell with
6 and 4% of LDL addition could be used for long-term preservation, because the value of pH

over time stabilizes.

Keywords: bull, ejaculate, diluent, insemination dose, qualitative and quantitative changes
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1. Uvod

Um¢éla inseminace jiz po vice nez 50 let zajistuje chovatelim skotu bohaty vybér
plemenikii, kterymi mohou zapoustét své plemenice, a zlepSovat tak jejich reprodukéni
a produk¢ni vlastnosti.

Inseminace je vSak az poslednim krokem v zivotnim cyklu davky spermatu od vybraného
plemenika, kterému pfedchdzi mnoho dalSich, nemén¢ dtlezitych ukoni.

Prvni a také nejvyznamnéjsi ¢asti je vybér plemenika, ktery je testovan v inseminacnich
stanicich, kde potvrzuje svou zpusobilost pro zatazeni do plemenitby at’ uz z genetického
nebo uzitkového sméru. Pokud bycek v tomto ohledu uspéje, zatne se od né¢j odebirat
ejakulat, ktery se dale testuje na rtizné parametry — naptiklad pfitomnost deformovanych,
zivych a mrtvych spermii. Pokud jsou i tyto parametry splnény dle normy, ejakulat postupuje
do dalsiho zpracovani inseminacnich davek.

Druhym krokem je vypocet objemu fedidla, jenz pfijde do ejakulatu, aby se v davce stale
nachdzelo minimalni mnozstvi spermii, které dokazi oplodnit vajicko. Na trhu je mnoho
dostupnych komeréné vyrabénych fedidel. Existuji vSak i takové, kterd se mohou snadno
vyrobit i v laboratofi.

Po nafedéni se smés fedidla a ejakulatu plni do oznacenych pejet, které po ekvilibraci,
kryokonzervaci a hlubokém zmrazeni v tekutém dusiku putuji pfimo k inseminacnim

techniktim, ktefi obsah inseminacni davky zapravi do rozmnozovaciho ustroji plemenice.



2. Cil prace

Cilem bakalafské prace je zpracovat podrobny piehled literatury se zaméfenim
na moznosti fedéni ejakulata bykt, typy fedidel, zdkladni u¢inné latky ovlivilujici piezitelnost
spermii a naslednou oplozovaci schopnost inseminacnich davek. Soucasti prace je hodnoceni
vlivu pfidavku LDL cholesterolu do komercnich fedidel na zékladni parametry fedidla

(osmoticky tlak, skladovéani, manipulace atd.)



3. Literarni prehled

3.1 Diivody inseminace

vvvvvv

Reprodukce je jednim z nejdilezitéjSich faktord, ur¢ujici rentabilitu Zivocisné vyroby. Kravy
a jalovice jsou diky své pomérné dlouhé dobé biezosti schopné vyprodukovat jedno tele
za rok. Tim se chov skotu stdva méné vynosny nez chov jinych hospodaiskych zvitat, jako
jsou napiiklad prasata a ovce. Kvuli délce celého reprodukéniho cyklu se u skotu dosahuje
1 pomalejSiho genetického pokroku. Diky tomu je tele brano jako hlavni produkt a ukazatel
vynosnosti stada (BALL a PETERS, 2004).

V chovech skotu s masnou uzitkovosti se vyuziva predevsim piirozené plemenitby, kdy
se ve stad¢ spole¢né s plemenicemi chovaji i plemenni byci. Pfirozena plemenitba je na rozdil
od inseminace pomérné nenaroCna, proto je inseminace az druhou nejvyuzivangjsi
reprodukéni metodou, pii¢emz kombinace obou piedchozich obsadila v tomto ohledu tieti
misto (DUCHACEK a BERAN, 2010). P¥i pfirozené plemenitbé, na rozdil od mléénych
plemen, se teleni krav bez trzni produkce mléka uskuteénuje jen v uréitych ro¢nich obdobich
—na jafe a na podzim (BALL a PETERS, 2004).

Pii selekci mléénych plemen skotu se Slechtitelé a chovatelé vzdy zaméfuji hlavné
na mlé¢nou uzitkovost, ¢imz se sice dosahne vysokych hodnot produkce, ale zaroven znatelné
klesne schopnost reprodukce plemenic. Bez dobré produkce a reprodukce trpi ekonomika
a chov se stava nevynosnym. Proto se fada védeckych praci a studii zabyva genovou vazbou
mezi témito ukazateli uZitkovosti (STIPKOVA a kol., 2012). JELINKOVA (2010) ve svém
¢lanku uvadi moZnost, Ze vysokoproduk¢ni dojnice se svym zrychlenym metabolismem
Vv jatrech Stépi kromé Zivin potiebnych pro udrzeni laktace na vysoké urovni také hormony
estrogen a progesteron. Tyto hormony jsou pottebné k projevu fije a k Samotnému zabieznuti,
ale jejich stépenim vznikd v jatrech deficit a plemenice tim padem mize mit snizenou
reprodukéni schopnost. Podle BALLA a PETERSE (2004) je neplodnost krav zplisobena
vrozenymi problémy rozmnozovaciho ustroji, riznymi prodélanymi infekéni onemocnénimi,
jimiz jsou naptiklad endometritida, pyometra, Campylobacter, Trichomonas, brucel6za, IBR
a spousta dalsich. Snizena plodnost je zplsobena také Spatnou vyzivou a stresem.

Reprodukci plemenic ovliviiuje nékolik faktord, mezi které lze zaradit procento
inseminovanych krav a procento biezosti. PfredevSim druhy faktor je primarni métitkem
reprodukce. Reprodukce je definovana jako rychlost zabiezavani plemenic po inseminaci,

nebo jako procento krav, zabtezlych po 21 dnech.



Plodnost u laktujicich krav je ovlivnéna efektivitou inseminace, nacasovanim

inseminace a plodnosti byka a plemenice (JELINKOVA, 2010).

BALL a PETTERS (2004) uvadéji, ze uméld inseminace, na rozdil od pfirozené

plemenitby, mize nabidnout vV chovech mléénych plemen skotu Siroké spektrum vyhod.

Hlavnimi pfednostmi jsou:

Geneticky zisk — Pfi pfirozené plemenitbé miize byk svoje geny, 1 kdyz jsou
chybné, prenadSet na svoje potomstvo. Inseminace tomuto problému piedchazi
tim, ze se ejakulat byka zafazeného v inseminaci testuje a poté nastava i kontrola
a testace jeho dcer. Dnes se provadéji testy na BLAD (Bovine Leukocyte
Adhesion Deficiency), ktery vede ke smrti homozygotné recesivnich telat.
Nevyhodou vsak je, Ze pii neodhaleni genetické vady miize byk ohrozit mnohem
vetsi populaci skotu, nez byk zafazeny do ptirozené plemenitby.

I ptes vSechna tato rizika genetické vyhody pfevazuji nad nevyhodami.

Kontrola nemoci — Na inseminacnich stanicich se kontroluje kazdy pfijaty
ejakulat na kampylobakteridzu, trichomonidzu a bruceldzu, i kdyz ta neni pfimo
fazena mezi pohlavni nemoci, ale pfenasi se dotykem ze zvifete na zvife. Mnoho
takovychto nemoci se jiz podafilo dostat pod kontrolu. Rizika pfenosu nemoci
insemina¢nimi davkami jsou stale mozna, ale je to jen jedno z mala negativ.
Flexibilita — Chovatel si sam vybira, jakého byka necha pripustit na jakou kravu.
Plemenici s vybornou dojivosti, ale snizkym procentem mlécného tuku,
tak miZe nechat zapustit bykem s vybornymi vysledky tykajicich se procenta
tuku, provéfenym u jeho dcer.

Naéklady — Pokud je byk ve stad¢, ndklady na jeho krmeni, oSetfovani a ustdjeni
jsou vysoké. Postupem casu, se také muze ukazat, ze byk ma rizné nemoci,
nebo je neplodny, coz se u provéfenych bykli na inseminacni stanici nemuze
stat. Diky insemina¢nim davkam, se tak zbylé néklady, které by se investovaly
do byka, mohou vlozit co celého stada a do novych technologii.

Management — U kazdé plemenice se vede zdznam, kdy a kym byla zapusténa
a zda byla inseminace Gspésna. Je to mnohem jednodussi nez pfipafovani z ruky.
Bezpecnost — Byci mléénych plemen jsou vSeobecné vice temperamentni
a agresivni, nez byci masnych plemen. Byk je tedy ve stadé hrozbou
pro oSetiovatele, proto se mnozi chovatel¢ uchyluji k ndkupu ID kvl

bezpecnosti.



Jediny problém miiZe nastat pii Spatné detekci fije.

3.2 Testace plemennych byki

Testace plemennych bykti probiha v odchovnach (OPB). Testuje se zde vlastni
uzitkovost byka jiz od raného véku — 120 dni (LOUDA a kol., 2007). Slechtitelska prace
na téchto stanicich zajistuje vyber nejlepsich jedinct. Byk je po Case vybran do plemenitby,
nebo je z odchovny plemennych byki odrogen &i vyfazen (MALAT, 2012).

V odchovnach se potencialni plemenik adaptuje na podminky béhem 30 dni,
kde podstoupi nezbytna veterinarni vysetieni pted testovanim vlastni uzitkovosti.

Byci se rozd€luji do skupin maximalne po 10 kusech, a to podle véku, podle toho, zdali maji,
nebo nemaji rohy, dale také podle plemenné pfislusnosti a hmotnosti (CSCHMS, 2006).

Pro bezpecnost prace dostavaji byci nosni krouzek, aby jimi §lo 1épe manipulovat.
Z bezpecnostniho hlediska je nepiijatelna pfitomnost jalovic nebo krav ve stejné staji s byky.
Zkousky vlastni uzitkovosti trvaji 120 dni u masnych plemen, 365 u plemen kombinovanych,
pokud neni stanoveno jinak. Po skonceni testu vlastni uzitkovosti se byk pfipravuje

na zakladni vybér, trvajici minimalné 20 dni (LOUDA a kol., 2007).

3.2.1 Testace bykii masnych plemen

U plemennych bycki masnych plemen se testuje vlastni uzitkovost, spotieba krmiv,
provétuje se také kvalita spermatu a také dobry &i vyrovnany rist v obdobi odstavu (MALAT,
2012).

Vyziva bykt masnych plemen je ddna metodikou zévaznou pro vSechna testacni
zatizeni. Krmi se zde objemnymi krmivy a jadrnou smési podle normované potieby zivin.
Vyse denniho ptirtistku se plemeno od plemene lisi. Napiiklad u plemen Hereford
a Aberdeen Angus je normovany denni pfirtistek 1300g. U plemen Charolais, Limousin.
Blond d” Aquitaine je to v8ak jiz 1500g (LOUDA a kol., 2007).

T¢lesné rozméry — vyska a vaha byckl — se zjistuji po naskladnéni do OPB. Vyska
v kiiZi se zjist'uje pii nastupu do OPB, poté az za 365 dni. Byk se vaZi na zacatku piipravného
obdobi, béhem testu vlastni uzitkovosti, jedenkrat za mésic a dale pti ukonceni testu vlastni
uzitkovosti (LOUDA a kol., 2007). CSCHMS (2006) dopliiuje, Ze vaha se musi zjistovat
s presnosti na lkg.

Zjistovani telesnych parametr a hodnoceni exteriéru provadi pracovnik
CSCHMS — Ceského svazu chovatelti masného skotu. Zaznamenavaji se vady — napiiklad

chiize a koncetin. Déle se hodnoti schopnost byka nabirat na vaze od narozeni do ukonceni
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testu, zdali odpovida standardim plemene, relativni plemennd hodnota (RPH), hmotnost
ve 365 dnech, vyska v kiizi a obvod Sourku ve 365 dnech (MALAT, 2012). Viechny tyto
udaje slouzi k vyhodnoceni vlastni uzitkovosti a pomoci matematicko-statistickych udajt se

urcuje selekce a dalsi Slechtitelska prace (LOUDA a kol., 2007).

3.2.2 Testace plemennych byki kombinovanych plemen

Do odchovny se byc¢ci dostavaji ve véku 120 dni a vlastni kontrola uzitkovosti za¢ina
jiz nasledujici den a konc¢i 365. dnem véku, = 3dny. V OPB se byci ustdji vazné nebo
ve skupinach maximalné po 15 kusech. Musi se ovSem rozdé¢lit, pokud mozno, podle stejného
veku, aby se predeslo konfliktim ve skupinach. Byci se krmi jadrnym krmivem s objemnymi
krmivy (LOUDA a kol., 2007).

Testovaci pfipafovani se provadi za Ucelem ziskani informaci o plemennych bycich
dle vykonnosti jejich potomstva v souboru vlastnosti a znaki, splnénim chovnych cild
a standardu plemene. Nyni se testovaci pfipafovani bykli zaméfuje predev§im na znaky
mlécné uzitkovosti, jez byvaji vyjadieny celkovou produkci, a to véetné obsahu mlécnych
bilkovin a tuku. Dale pak znaky masné uzitkovosti, ktera vychazi z testu vlastni uzitkovosti
a uzitkovosti potomstva, dojitelnosti dcer, zdravi vemene dcer zavisejici na poctu
somatickych bunék v mléce, snadnosti porodd a dlouhovékosti, na vlastni plodnost, plodnost

dcer a na zdravi a jeho dédi¢nost hodnoceného Statni veterinarni spravou (KRAL, 2008).

3.2.3 Testace plemennych bykt mléénych plemen

Plemenni by¢ci mléénych plemen podstupuji zdkladni vybér do plemenitby ve 420
dnech veku, jenz je provadén vybérovou komisi. Dle tidajli z roku 1995 bylo na OPB vybrano
z 379 bykua 169, z tohoto poctu se do inseminace dostalo 40,9% , coz je 155 kusu dobytka.
PtirGstky v testovacim obdobi 111-420 dnii dosahly trovné 1 261g. U bykd, kteti byli vybrani
do plemenitby, Cinil pfirtstek 1 318g, coz je o 57g vice. Déle se selektovalo na malou vysku
v kohoutku (URBAN a kol., 1997). Pro rok 2001 jiz byly podminky jiné. Do OPB
jiz nastoupilo 182 bycku ¢eského strakatého plemene spolecné s Cernostrakatym plemenem.
Zkouska vlastni uzitkovosti za¢inala 111. a byla ukoncena 365. dnem. Tim, Ze se v roce 2000
zkréatilo testovani bykl o 55 dni oproti roku 1994, dosahoval denni pfiristek Zivé hmotnosti
bykl 1366g. V roce 1999 byl denni ptirtstek bykt 1289g pfi stejném metodickém postupu.
Bohuzel v posledni dob¢ pievlada klesajici trend v nakupu byckt do odchoven. Od roku 2000

nastupuje do OPB o nékolik desitek kusti dobytka méné, nez se tomu delo v pfedchozich



letech, kdy byly pocty nakoupenych zvifat pomérné stabilni (PYTLOUN
a HREBEN, 2001).

Do inseminace se zafazuji plemenni byci, ktefi jsou zapsani v oddilu A Plemenné
knihy Cernostrakatého skotu. Byci se pied testovacim pfipafovanim provéiuji kontrolou
dédi¢nosti podle jejich potomstva (ukazatelé mlééné uzitkovosti a utvareni exteriéru) a mladi
byci se provéiuji v testaci. U plemennych byku se dale odhaduje plemenna hodnota pro
dojitelnost, vlastni plodnost, plodnost dcer a dlouhovékost (MOTYCKA a KOUDELOVA,
2008).

Testovaci ptipafovani podléha zavazné metodice testace mladych plemenikt, ktera
je schvalena vyborem svazu. Plemenici musi splilovat piedem stanovené parametry, a to vék
do 24 mésict a fadnou rodokmenovou hodnotu (URBAN a kol., 1997).

Toto ptipafovani slouzi k odhadu plemenné hodnoty byka z dajii zjisténych z vlastnosti jeho
dcer. Pro tento druh testace se doporucuje minimaln¢ 800 inseminaci, aby se mohlo
z dostate¢ného poc¢tu hodnocenych dcer byka spolehlivé odhadnout jeho PH.

U plemeniki se zaznamenava doba, po kterou se jedinec testuje, pocet provedenych
inseminaci, primérnd uzitkovost ve stdji a zapojeni stije v kontrole uzitkovosti - KU
(MOTYCKA a KOUDELOVA, 2008).

Po vyhodnoceni vysledkti se plemenici zafazuji do oficialni publikace kontroly
dédicnosti (KD), ktera je provadéna dvakrat ro¢né. Publikovany jsou vysledky KD
plemeniki, u kterych se dodrZzela metodika testace. Selekce plemenikli mlécnych plemen

se fidi doporuc¢enymi rozsahy (URBAN a kol., 1997).

3.2.3.1 Otcové bykt

Do této pozice se vybiraji ti nejlepsi plemenici z celé populace bykd mlécnych plemen
a ti, ktefi splituji pozadavky urcitych plemenaiskych organizaci. Jako zékladni ukazatel slouzi
plemennd hodnota pouzivaného selekéniho indexu, jez slouzi k hodnoceni mezinarodné
srovnavanych bykti. V CR jsou tato data publikovana Interbullem. Vybér plemenika je dan
smlouvou mezi chovatelem a zajemcem o nakup bycka.

Jen 1% nejlepSich z hodnocené populace je vhodné k produkci mladych byckt

(MOTYCKA a KOUDELOVA, 2008).

3.2.3.2 Matky byki

Matkami bykil se stavaji Cistokrevné plemenice, které jsou zapsany v hlavnim oddile

plemenné knihy (MOTYCKA a KOUDELOVA, 2008).
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Tato kategorie podléha vysoké intenzit¢ selekce, jez ma za tukol vybrat
jen ty geneticky nejlepsi jedince v porovnani s urovni populace.

Od roku 1992 se vybér matek byki fidi pozadavky komise pro Slechténi Svazu
chovatelii Cernostrakatého skotu. Diive se plemenice vybiraly dle svych uzitkovych vlastnosti,
ale od roku 1993 se pouziva objektivnéjsi metoda hodnoceni plemenic. Do té patii vypocitany
selekéni index zahrnujici vlastni vykonnost plemenice, utvareni exteriéru a rodokmenova
hodnota (URBAN a kol., 2007).

Dalsi zménou byl rok 2008 — od tohoto roku se pii vybéru matek pouzivaly selekcni
indexy kravy (SIH-K), jenz je doplnén o posouzeni pivodu, zevnéjsku, plodnosti, dojitelnosti
a zdravi. Konkrétni vybér plemenice je nalezitosti chovatele nebo plemenaiské spolecnosti,

ktefi dohlizeji na nezadouci geny nebo dédi¢né vady (MOTYCKA a KOUDELOVA, 2008).

3.3 Anatomie a fyziologie samc¢iho pohlavniho ustroji

Samc¢i pohlavni organy se skladaji z vnéjs$i a vnitini ¢asti. Produkuji sam¢i pohlavni
bunky — spermie, pii¢emz jejich produkce spermii nastava pii dosazeni pohlavni dospélosti.

Pohlavni organy se sklddaji ze Sourku, parovych varlat, nadvarlat, chdmovodi,
pfidatnych pohlavnich Zlaz, vlastniho paficiho orgdnu pyje a piedkozky. Nachazeji

se ve spodiné stydké (LOUDA a kol., 2007).

3.3.1 Varlata

Varlata jsou Zlaza vejc€itého tvaru s vnéjSim a vnitinim vyméSovanim, skladajici
se zlalickd. Jsou fizena neurohumoralné, v kufe mozkové, miSe bederni, ki¥izové
a v hypofyze — podvésku mozkovém (POLAK, 1956).

Mechanismus — stahovani svalti v Sourku pfi chladnu a naopak povolovani pfi vyssi
teplot¢ — udrzuje teplotu Sourku o 3 — 5°C nizsi nez je télesna teplota a zajiStuje spravnou
tvorbu spermii ve varlatech. Uvnitf jsou stocené semenotvorné kanalky, které jsou rozdéleny
parenchymem. Meziprostory vypliuji Leydigovy bunky, které produkuji samci pohlavni
hormon testosteron, a Sertolliho buiiky produkujici spermie procesem obecné zndmym jako
spermiogeneze. Varlata sestupuji z dutiny bfi$ni jiz pfed narozenim. Tento proces vsak
mohou provazet vady, mezi néz lze zafadit naptiklad nesestoupeni varlete — kryptorchismus.

Zvite s touto vadou nesmi byt zafazeno do plemenitby (LOUDA a kol., 2007).



3.3.2 Nadvarlata

Na dorsalni c¢asti varlat se nachazeji nadvarlata, ktera jsou s varlaty spojena
semenotvornymi kanalky. Nadvarlata se skladaji z hlavy, téla a ocasu nadvarlete (REECE,
1998).

Hlava nadvarlete je slozena z odvodnych kanalkt varlete, které zde tvoii husté klicky
a lalticky nadvarlete. Jsou spojena vazivem a vlakny z hladké svaloviny.

T¢€lo a ocas nadvarlete vznikly vazivovym spoutanim z vyvodnych vazivovych kanalka, které
se sbihaji v jeden klikaty kanalek nadvarlete (POLAK, 1956).

Do nadvarlete se dostavaji nedozralé spermie ze semenotvornych kanalka a dokoncuji
zde i svlij vyvoj — dozravaji a ziskavaji schopnost pohybu. V hlavé nadvarlete probiha
vstiebavani nadbyte¢né tekutiny doprovazejici spermie ze semenotvornych kanalkil cestou

do nadvarlat (REECE, 1998).

3.3.3 Chamovod a semenna plazma

Chamovod se sklada z tiivrstvé trubice. Po celé jeji délce je vystlana zfasenou sliznici,
podélnou a kruhovou svalovinou a serézou. Tato trubice je pokraCovanim ocasu nadvarlete
vedouci mezi dnem $ourku a varletem (POLAK, 1956).

Chamovod zaina u ocasu nadvarlete, odkud vede pfes dutinu bfi$ni, dutinu panevni
a dorsalné nad mocovym méchyifem. Je obalen listem poSevniho obalu a spole¢né s nervy
a cévami tvofi semenny provazec. V jeho rozsifeni v urovni moc¢ového méchyie — ampulich
chamovodu usticich do mocové trubice — se spermie hromadi pfi pohlavnim vzruSeni.
Piidatné pohlavni zlazy, které tvoii semenné vacky, prostata, Cowperova zlaza, zajistuji
spermiim vyzivu pomoci fruktézy a téZ Gpravu pH ¢i osmotického tlaku v mocové trubici
(LOUDA a kol., 2007).

Semennd plazma produkovana pfidatnymi pohlavnimi Zlazami ma za kol vytvaret
vné sami¢iho pohlavniho ustroji vhodny substrat pro pieziti spermii, jez jSou mnohem vice
schopné oplozeni pravé vtomto fyziologickém roztoku fruktéozy a vitaminu C, nez bez
ni (REECE, 1998).

3.34 Pyj
Pyj (penis) je tvofen mocovou trubici, jiZ prochazi mo¢, ale i semeno, déle svalovinou
a topofivymi télesy. Pyj byka ma tvar esovitého zakfiveni a je zavéSen dvéma vazy

na panevni spoding. Pti naplnéni topofivych téles krvi dochdzi ke zvétSeni objemu, narovnani



a zaroven k vysunuti pyje. Délka penisu se pohybuje v rozmezi 60 — 100 cm (LOUDA a kol.,
2007).

Topoftiva télesa obaluje hladkosvalova vazivova blana. Do télesa vnikaji elasticka vlakna,
ktera v ném tvoii tramce. Tyto tramce se dale déli, spojuji a spole¢né vytvari houbovitou sit,
V niz jsou krypty topofivého télesa. Do téch vedou tepny, z nichz se rozvétvuji malé zily. Tyto

7ily jsou nasledn& zodpovédné za zasobovani krve do hluboké Zily pyje (POLAK, 1956).

3.3.5 Zalud

Na konci pyje se nachazi zalud. Je zakonceny citlivymi nervovymi senzory, reaguje

na teplotu, tlak pochvy nebo umélé vaginy pti vyronu semene (LOUDA a kol., 2007).

3.3.6 Predkozka

Zalud je v klidovém stavu chranén predkozkou, ktera se nachdzi na bfisni duting.
Predkozka, neboli také kozni tasa, je obrostla chlupy — chvostikem. Uvnitf je vystlana
epitelem produkujicim zapachajici tekutinu — smegma (LOUDA a kol., 2007).

Sklada se ze dvou predkozkovych listh — vnitiniho a vngj$iho. Vnitini predkozkovy
list je pfi€né zfaseny s ménicim se odstinem Sedé v urcitych ¢astech pifedkozkového otvoru

(POLAK, 1956).

3.3.7 Spermatogeze

Tento proces zahrnuje dva typy dé€leni, a to mitézu, kdy ma nova buiika diploidni sadu
chromozomt (2n) a meidzu, pii niz dochdzi k redukci chromozomt na haploidni sadu
chromozomu (n). Timto délenim se dosahuje toho, ze kazda zralda sam¢i pohlavni burika
ma jednu sadu chromozomi (REECE, 1998). Spermatogeneze u byka za¢ina jiz v7 — 9
mésicich véku. Spermatogenezi délime na spermatocytogenezi, kdy se pocet spermatogonii
neméni a spermiogenezi, pii niz se spermatidy preménuji na spermie, které jsou jiz schopny
oplodnit samic¢i pohlavni bunku — vajicko (MARVAN, 1992).

Cast vyvoje pohlavnich bunék se déli do tfi fizi — faze mnoZeni, riistu a zrani
(MARVAN, 1992).

e Faze mnoZeni — Pii mitdze se ze spermatogonii vyvine totoznd burnka, ktera
nepiechazi pies Sertolliho buné¢nou bariéru (REECE, 1998). Toto d¢leni probiha

V bazalni membrané semenotvorného kanalku (MARVAN, 1992). Druha, jez pies

ni pfestupuje — spermatogonie typu A — se za¢ne mitoticky délit. Toto mulze trvat

10



i nékolik generaci bunék a vytvoii se velké mnozstvi spermatogonii typu B (REECE,
1998).

e Faze rGst — spermatogonie typu B rostou a méni jadro, ¢imz vznikaji primarni
spermatocyty. V tuto chvili jsou tyto utvary nejvétSimi buikami v semenotvornych
kanalcich. Primarni spermiocyty (spermiocyty I. fadu) jsou ulozeny stejné, jako
spermatogonie typu B. Jsou si podobné i vzhledové, proto je mozné je navzajem
zaménit. AvSak na rozdil od B-spermatogonii, priméarni spermiocyty postupuji
do vyssi epiteliarni vystelky, kde dochazi ke zméné velikosti dle prubéhu fazi
meiotického déleni (VEZNIK a kol., 2004).

e Faze zrani — je charakterizovana pravé meidzou a je rozdélena na prvni zraci déleni,
které dava vzniku sekunddrnim spermatocytiim a druhé zraci déleni, pti némz vznikaji
spermatidy a haploidnim poétem chromozomti (MARVAN, 1992).

V prvni pocatecni fazi zraciho déleni si chromozom z chromozomového paru vytvori
dv¢ navzajem spojené chromatidy, které nesou shodné geny. Béhem dals§iho vyvoje pfi
prvnim zracim déleni dochazi k rozdéleni priméarniho spermatocytu na dva sekundarni
spermatocyty obsahujici jeden chromozém. Béhem druhého mitotického zraciho
déleni ze sekundarniho spermatocytu vznikaji spermatidy a dochazi k uvolnéni dvou
spojenych chromatid a dale pak k vytvofeni shodnych geni, které prechazi do jedné
Z nové vzniklych spermatid, diky ¢emuz ma spermatida jen polovinu chromosomu nez

ptivodni spermatogonie (REECE, 1998).

3.3.8 Hormonalni fizeni spermatogeneze

Testosteron v Leydigovych builkach je ovliviiovan luteiniza¢nim hormonem (LH).
Jedna se o hypofyzarni gonadotropin, ktery je stimulovan snizenou nebo nizkou hladinou
testosteronu. ZvySeni sekrece LH vede ke zvySené produkci testosteronu, ktery negativni
zpétnou vazbou snizi syntézu LH. Pfi destabilizaci hormoni se opét tato akce opakuje, dokud
nedojde k opétovné rovnovaze.

Testosteron,  ovliviiyjici ~ spermatogenezi,  difunduje  z intersticidlni  tkané
do semenotvornych kanalkt je také dulezity k podpote meiotického déleni.

Dal$im hormonem podilejicim se na spermatogenezi je folikulostimulacni hormon
(FSH), jenz je produkovan ptfednim lalokem hypofyzy. FSH stimuluje protein, ktery
Vv Sertolliho bunkach vaze androgeny. Protein se dostavd do lumen semenotvornych kanalkd,

kde vychytava androgeny, také podporuje sekreci estrogenti.
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Tento hormon vsak neni na rozdil od LH po zahajeni spermatogeneze v puberté jiz nutny

(REECE, 1998).

3.3.9 Spermie a mezidruhové rozdily

Ne vSichni savei maji spermie shodné. Rozdily mezi témito buitkami umoziujici
ptenos genetické informace, jsou zna¢né, at uz v ramci druhu, nebo mezi jednotlivymi
jedinci. Nicmén¢ u kazdého samce se tvar hlavicky spermie vice neméni. Je tomu tak nejspis
proto, ze informace o tvaru je zabudovana v jeho genech (VEZNIK a kol., 2004).

Hlavicka je slozena zjadra nesouciho polovinu DNA, které je na poélu kryto
Cepickovitym obalem nazyvanym akrozom. U byka akrozom piekryva predni apikalni
polovinu jadra a ukoncuje ji ekvatorialni segment. Vné akrozomu jsou v akrozomové hmoté
uloZeny enzymy, jeZz napomaéhaji pronikani spermii do vajicka béhem oplozeni. Cast hlavicky
spermie na sob& nese prohloubeninu — implanta¢ni jamku. Do té se ukotvuje hlavice bi¢iku,
ktera spojuje hlavicku a bi¢ik v jednu bunku. Celou hlavicku a bicik, ktery slouzi k pohybu
spermie, obklopuje cytoplazmatickda membrana. V mistech zasunuti bi¢iku do implanta¢ni
jamky je utvofen proximalni a distdlni centriol zesilenim bazalni ploténky. Po stranach
se nachazeji segmentové provazce — tato Cast se nazyva kréek. Na konci krcku, pti pfechodu
na hlavni ¢ast biciku, je umistén prstenec. Cely bicik je tvofen osovym vldknem, které
prochazi od spojovaci a hlavni ¢asti do koncové ¢asti biciku (MARVAN, 1992).

Tabulka €. 1 — Rozméry spermii rdznych druht samci

ROZMERY SPERMI{

Hlavicka spermie |kanec  byk hiebec kralik pes muz
Délka (um) 8,73 9,11 6,27 8,46  6,49-7,06* 4,0-5,0
Sika (um) 4,63 5,05 3,21 4,7  3,77-4,46* 25-35

Bicik spermie kanec byk hiebec kralik pes muz
Spojovaci ¢ast (um) | 10 14,8 8,6 8 11 5,0-6,5
Hlavni ¢ast (um) 30 45-50 43,7 38 50 38,5-40
Délka celé spermie |48,15 68,9-73,9 57,55-59,70 54,2 67,5-68,1* 47,5-51,5
* velikostni rozdily dle plemen (Véznik a kol., 2004)

3.4 Kbvalitativni a kvantitativni faktory ovliviiujici vlastnosti ejakulatu

Mezi tyto faktory zatazujeme Cinitele ovlivitujici vlastnosti ejakuldtu, a to naptiklad
podle vyvinu pohlavnich organt, cizopasnik®, bakterii a vird, stafim a vyzivou (POLAK,
1956).

Dalsimi faktory, které ovliviiuji vlastnosti ejakulatu, jsou intervaly mezi odbéry, pocet odbéri
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béhem dne, teplota béhem dne, ro¢ni obdobi, ve kterém se ejakulat odebird, genetické
a individualni zalozeni byka. Dale napiiklad management stada, oSetfovatel, pracovnik
odebirajici semeno, faze spermatogeneze maji velky vliv na produkci a vlastnosti ejakulatu

(FUERST-WALTL a kol., 2006)

3.4.1 Vyvin pohlavnich organi

Pokud jsou nékteré Casti rozmnozovaciho ustroji nedovyvinuté, dochazi ke snizovani
tvorby ejakulatu a ke snizené spermiogenezi.

Mezi tyto vady mtzeme fadit predev§im infantilismus, coz je hormondlni, vyvojova
a endokrinologickd porucha. Vznikd také ze Spatné vyZivy, nizkého pohybu,
ale i z onemocnéni. Infantilismus se projevuje neplodnosti nebo sniZzenou spermiogenezi,
nizkou koncentraci spermii v ejakulatu a jejich nizkou oplozovaci schopnosti.

Dale to této kategorie fadime kryptorchismus, ktery nastava nespusténim jednoho
varlete do Sourku b&éhem vyvoje. Ejakulat je pak mensiho objemu s nizkou oplozovaci
schopnosti. Z diivodu nespolehlivosti pfi odbéru spermatu se toto zvife vyfazuje z odebirani

davek slouzicich k inseminaénim téelim (POLAK, 1956).

3.4.2 Stari

U starych jedincii probiha atrofie pohlavniho aparatu. Tim se sniZuje pocet spermii,
objem ejakulatu a dochazi téz ke zvySeni po¢tu patologickych spermii. Neposledné byci

nejsou schopni skoku, proto se vyfazuji (POLAK, 1956).

3.4.3 Vyziva

Nespravna nebo Spatnd vyziva muze ovliviiovat spermiogenezi, aniz by zvife plsobilo
nemocnym dojmem. Proto je tfeba se vyvarovat rychlych zmén krmeni, jednostranné nebo
nedostate¢né vyzive. I pii nedostate€ném pfisunu vitamind spermiogenese neprobiha tak,
jak by méla, proto dbdme na to, aby byly v krmivu nebo krmné smési zastoupeny vitaminy
A, C a E. Nespravna vyZiva se projevi na kvalité¢ spermatu nizkym poctem spermii, jejich

malou pohyblivosti a zvysenou koncentraci patologickych spermii (POLAK, 1956).

3.4.4 Roc¢ni obdobi

Bylo provedeno mnoho pokust na vliv ro¢niho obdobi, ale nebylo prokazano, jestli
je lepsi kvalita spermatu béhem jara, léta podzimu a zimy, protoze nezalezi jen na teploté

vzduchu, ale i na obsahu vlhkosti a na délce slune¢niho svitu. Jako optimalni teplota vzduchu
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je obvykle uvadéna v rozmezi 15-20°C (FUERST-WALTL a kol., 2006; MATHEVON
a kol., 1998).

3.4.5 Management, oSetrovatel byka a ¢lovék odebirajici semeno

Vsechny tyto osoby mohou ovlivnit produkci svou synchronizaci prace tim,
ze ptipravi byka na odbér, aniz by néjak snizili nebo jinak negativné ovlivnili jeho sexudlni
libido. Jestlize je tym sehrany, odebere se vétSinou vice mililitrai ejakulatu s vyssi koncentraci

spermii (FUERST-WALTL a kol., 2006).

3.4.6 Frekvence odbéru a intervaly mezi odebiranim ejakulatu

Prvni odbér je sohledem na objem, ale i na koncentraci spermii nejvyznamnéjsi.
Celkové je dosahovano lepsich vysledku s intervalem mezi odbéry v rozmezi 5-9 dnti. Pokud
dojde ke zkraceni intervali odbéru na méné nez 4 dny, objem ejakulatu a koncentrace spermii

se snizi (MATHEVON a kol., 1998).

3.4.7 Genetické faktory

Heritabilita (dédivost) koncentrace spermii v ejakulatu se 1iSi podle staii byka.
U dospélych byka dosahuje tato vlastnost hodnoty jen 0,08, kdezto u mladych byku je tato
0,32. Dédivost celkového objemu ejakulatu je pak jiz diametrdlné odli$na nez koncentrace
spermii. U dospélych bykl nabyva hodnoty celkového objemu 0,49, a tudiz je vysoce dédiva.
U mladych bycku je velmi nizka (MATHEVON a kol., 1998).

3.5 Odbér spermatu a jeho uchovavani

Odbér spermatu se provadi do umélé vaginy pomoci skoku na umélou atrapu, nebo
na zivého byka, jenz ma klidny temperament, je fixovan v pfipoustédle,
a nahrazuje tak fijici se plemenici. Byk musi mit vydesinfikovanou zad’ pii kazdém odbéru
a 1 pfed odbérem ndsledujicim. Technik odbéru mezitim piipravi umélou pochvu, ktera
je vybavena jednordzovym sbéracem. Tato uméla vagina je dlouha 30 cm, jeji mezisténa se
plni vodou vyhtatou na 38 — 40°C a je vymazana sterilni vazelinou.

K odbéru nastupuji byci s fddn€ umytou a osuSenou piedkozkou. OSetfovatel musi byka
vydrazdit. Po zhodnoceni stupné vydrazdéni da technik znameni ke skoku a levou rukou
navleCenou v rukavici uchopi predkozku byka a byci pyj usmérni do umelé pochvy, kterou

drzi v pravé ruce a do které byk i ejakuluje.
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Odbér se provadi minimalné 3 hodiny po krmeni, optimaln€¢ 8 — 14 krat mésicné. Zalezi
ovSem na véku — sperma mladSich byku, naptiklad dvouletych, se odebira jednou tydné
(LOUDA a kol., 2007).

Pro uchovavani odebrané¢ho semene je v dnesni dob¢ vyvinuto Siroké spektrum metod,
diky kterym je zachovéna oplozovaci schopnost inseminacni davky. Mezi hlavni sméry
skladovani byc¢iho spermatu patii metoda uchovavani v tekutém (chlazeném) a tuhém
(hluboce zamrazeném) stavu. Pro oba tyto hlavni sméry jsou V praxi vyuzivana rizna fedidla

uzpuisobena dané metodé (VISHWANATH a SHANNON, 2000).

3.5.1 Hodnoceni plodnosti byki

Plodnost je definovana procentem inseminovanych samic, které plod nedonosily,
u nichz byla po urcitém case diagnostikovana bifezost, u nichZ neni nutna opakovana
inseminace po stanovené dobé od prvni inseminace a které porodily (MOCE a GRAHAM,
2008).

3.5.2 Ukazatele kvality spermatu

Kvalitu spermatu stanovuji laboratorni metody, majici pevnou platnost pro hodnoceni
ejakulatt plemenikl hospodaiskych zvirat.

Byci, ktefi podstupuji odebirani spermatu pravidelné, maji vétsi objem a hustotu,
neZ ti, kterym se sperma odebird v nepravidelnych intervalech. Zalezi ovSem také na veku,
jestli je byk na pastvé nebo inseminac¢ni stanici a na plemenné pfislusnosti (LOUDA a kol.,
2007).

3.5.3 Hodnoceni spermatu byku

Hodnoceni a zpracovani spermatu se provadi v piislusné laboratoti za velmi piisnych

podminek, pokud moZno co nejrychleji po odbéru.
Vzhledem k obtiznosti stanoveni oplozovaci schopnosti spermii je nutné podrobit vzorek
dalsim dil¢im zkouskam, které provadi vySkoleny specialista. Ten posoudi, zdali je sperma
vhodné k dalSimu vyuziti a Kk inseminaci. Jsou zavedeny i stupné¢ hodnoceni spermatu
(LOUDA a kol., 2007).

Laboratorni technik hodnoti zabarveni. To by mélo byt standardné bilé az Zlutave,
coz muZe zpusobovat zvySené mnozstvi riboflavinu v ejakulatu. V zadném piipadé nesmi
sperma zapachat moéi, obsahovat stopy krve a musi byt prosté infekénich nemoci (MOCE
a GRAHAM, 2008).
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3.5.4 Makroskopické posouzeni spermatu

Dle POLAKA (1956) je vhodné sperma o objemu 60 cm® slehkou zrnitosti,
mirnym pohybem celého objemu ejakulatu, slabé zluté az smetanové bilé barvy,
charakteristického zapachu po mléku, neznecisténé, bez cizorodych castic. LOUDA a kol.
(2007) dodava, ze se zakladni vysetfeni musi provést nejdéle do deseti minut po ziskani
ejakulatu, které se provadi ve specializovaném pracovisti — laboratofi sterilizované germicidni
zéativkou a vyhtaté na teplotu 20 — 25°C.

Béhem makroskopického posuzovani spermatu, které se provadi jako prvni zkouska,
se zjistuji a zaznamenavaji hodnoty, jako je objem odebraného ejakulatu, jeho hustota
a zrnitost, senzorické posouzeni barvy a pachu, ¢istotu a zda zkoumany vzorek neobsahuje
cizi pfimiSeniny (napiiklad hnis, chlupy, vazelinu, necistoty z nedostate¢né¢ ocisténé
predkozky a pfi odbéru na pis¢itém povrchu se zde mizou nachazet i jeho zrna). Hodnoti
se vSechny odebrané ejakulaty.

Objem spermatu je ovliviiovan vyzivou, oSetfovanim a plemenem, kdy byci mléénych
plemen dosahuji vysSich odebranych objemt. Ohled se musi také brat na individualni

zalozeni daného jedince (POLAK, 1956).

3.5.5 Mikroskopické a makroskopické posouzeni spermatu

POLAK (1956) uvadi, ze pfi mikroskopickych vysetiovacich metodach je potieba
mikroskop sefizeny na pfislusné zvétSeni, predehiivaci deska vyhtatad na teplotu 38-40°C,
predehiatd fadné ocisténa, mastnoty zbavena sklicka, sterilni nahtaté kapacky a fyziologicky
roztok chloridu sodného nebo citranu sodného.

Makroskopicky se sleduje hustota a pohyb spermii, cizi pfimiseniny, rozméry spermii,
pH, dale se stanovi odolnost spermii, vypocet patologickych a nezralych spermii, koncentrace

spermii, pocet mrtvych a zivych spermii a prezitelnost spermii.

3.5.6 Zpracovani inseminacnich davek

Kratce po odebrani spermatu byka se davka posle na zhodnoceni do laboratote,
kde se zjisti objem zvazenim, aktivita spermii mikroskopicky a pod spektrofotometrem
koncentrace. Pokud sperma vyhovuje, pokracuje k dal§imu zpracovani, pokud ne, dale se
nepouziva. Za pomoci vypocetnich technologii se dale uréuje pocet inseminacnich davek ze

zkoumaného mnozstvi spermatu a pomer fedidel ku objemu semene.
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K fedéni se pouziva smés, V niz jedno fedidlo obsahuje glycerol a druhé ne. Tato smés
se pripravuje pii teploté 5°C. Poté se nalije do popsanych pejet ptislusného objemu

a zmrazuje podle pfeddefinované mrazici kiivky v tekutém dusiku (JEZKOVA, 2012).

3.6 Redidla spermatu

Z divodu kratké zivotnosti cCerstvého ejakulatu se moderni inseminace neobejde
bez fedicich latek, které zachovavaji oplozovaci schopnost spermii po del$i dobu — minimalné
vSak po dobu tii dni. Téchto fedidel je dnes na trhu cela fada (VERBERCKMOES a kol.,
2005).

Béhem zmrazovacich a rozmrazovacich postupt se vyskytuje celd fada faktort, které
ohrozuji jak bunku, tak jeji oplozovaci schopnost. Pii prudkém poklesu nebo vzestupu teplot
dochazi k poniceni ¢i uplnému zni¢eni bunécné stény, pohybovych vlastnosti buiiky a jejiho
jadra. Z téchto divoda se zacala pouzivat fedidla slouzici k ochrané bunck a udrzeni delsi
trvanlivosti ejakulatu (AMIRAT a kol., 2005).

Jednim z prvnich fedidel byla smés z vaje¢nych zloutkl a pufracnich slozek, nejcastéji
fosfatu a citratu. Dale se jako fedidla osvédéila smés z homogenizovaného kravského mléka,
kokosového mléka a glycerolu. Glycerol poskytuje ochranu buiiky jak intracelularné,
tak 1 extracelularn€. Dal$im zplisobem jak uchovavat Cerstvost spermatu, bylo snizeni teploty
na 5°C, ¢imz se snizila metabolicka aktivita spermii, a zarovenl se tak zamezilo vnéjsi
kontaminaci (THUN a kol., 2002).

Do tedidel se ke glycerolu pouzivaji latky, které maji za kol udrzovat osmolaritu, maji
pufrovaci schopnost a obsahuji vysokomolekularni latky ochraniujici bunikku pfed chladovym
Sokem. Témi jsou napiiklad vajeny Zloutek, mléko nebo s6jovy lecitin. Dal§imi komponenty
v fedidlech jsou slozky dodavajici spermiim energii — fruktéza a glukdza a latky chranici

bunky ptfed mikrobialnim poskozenim — antibiotika spolu s enzymy (AIRES a kol., 2003).

3.6.1 Typy redidel

3.6.1.1 Zloutkova fedidla

Vaje¢ny zloutek je povazovan za spolehlivou ochranu bunck proti chladovému Soku,
zabranuje poSkozeni membrany béhem chlazeni a je zodpovédny za stabilni pohyblivost
spermii po roztani davky. Dnes je vsSak snaha Zloutek nahradit latkou, ktera ma stejné
kryoprotektivni vlastnosti, ale nehrozi u ni nebezpe¢i pienosu bakterii a jinych buiikadm

nebezpe¢nym latek (HOLT, 2000).
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Béhem zjistovani, pro¢ zloutek chrani bunky pied mrazem, doslo ke shodé, ze tuto ochranu
poskytuje lecitin. Jeho velkou nevyhodou je vsak fakt, Ze neni rozpustny ve vod¢ a vytvari
nestabilni roztok, ktery je cytotoxicky. Dalsi latkou, kterda ma také ochranné vlastnosti,
je lipoprotein o nizké hustoté ( low — density — lipoprotein; LDL). Patii mezi fosfolipidy,
jez se vazi na membranu spermie, ¢imz ji zajistuje mnohem vétsi ochranu (VISHWANATH

a SHANNON, 2000).

3.6.1.2 Bezzloutkova fedidla

Jiz n€kolik let jsou na trhu k dispozici fedidla, kde byl vaje¢ny Zloutek nahrazen jinou,
nezivocisnou slozkou — sdjovym vytazkem (VAN WAGTENDONK-DE LEEUW a kol.,
2000).

Pii pokusu, jenz byl provadén BERANEM a kol., (2011) se potvrdilo domnéni,
ze tedidla bezzloutkového charakteru maji horsi ochranny uc¢inek pred mrazem, a celkové
tak dosahuji horSich vysledkt nez fedidla obsahujici Zloutek. I pfes moznou bakterialni
kontaminaci davek doporucuji pro dlouhodobou konzervaci Zloutkovymi fedidly nez t€mi

bezzivocisné slozky.

3.6.2 Zastupci Zloutkovych redidel:

3.6.2.1 Low — density — lipoproteins (LDL)

LDL je soucasti vaje¢ného zloutku a pro tcely fedéni semene je nutno jej z vajecného
Zloutku extrahovat. V zavislosti na obsahu LDL v fedidle se odviji i ochrana bunécné stény
pied podchlazenim ¢&i zamrazenim. Redidlo totiZ zabrafuje ztraté fosfolipidové membrany,
ktera chrani bunku pted Gplnym promrznutim (BENCHARIF a kol., 2010).

Z vyzkumu vyplyva, Ze LDL fedidlo je moZné pouZit nejen jako kryoochranu semene,
ale také jako kratkodobou ochranu cerstvého spermatu. Po rozmrazeni pieziva vice

nez polovina spermii (AMIRAT a kol., 2005).

3.6.2.2 Triladyl®

Redidlo se pouziva pro dlouhodobou konzervaci. V porovnani s LDL fedidlem
je Triladyl méné spolehlivy, jelikoz pii zamrazovani dochdzi k vétSimu vyskytu tvorby
vnitrobunééného ledu v akrozomech spermii. Po rozmrazeni davek v fedidle Triladyl zGstava

pouze jedna tetina spermii pohyblivych (AMIRAT a kol., 2005).
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Do tohoto tedidla skladajiciho se z vaje¢ného zloutku, Tris, kyseliny citronové,
fruktdzy, glycerolu se vkladaji antibiotika tylosin, gentamycin, spectinomycin a lincomycin
(NOHLING a kol., 2007).

Tento typ komercné vyrabéného fedidla zaloZzeny na bazi vajecného zloutku ma lepsi
vysledky z testu ptezitelnosti po rozmrazeni, provadéné BERANEM a kol. (2011), nez fedidla

bezzloutkového charakteru.

3.6.2.3 TRIS

Vajecna slozka fedidla, obsahujici komponenty lecitin, fosfoprotein a lipoprotein, mtze
zpusobovat rychlej§i pohyblivost spermii diky viskozité, kterou bezvaje¢nd rozpoustédla
postradaji. Diky obsahu vaje¢ného Zloutku dosahuje tento ptipravek vétsi ochrany pohlavnich

bundk nezli Biophos-Plus® obsahujici pouze séjovy vytazek (THUN a kol., 2002).

3.6.3 Zastupci bezzloutkovych redidel

3.6.3.1 AndroMed®

AndroMed je komeréné vyrabéné fedidlo obsahujici fosfolipidy, kyselinu citronovou,
pufry, antioxidanty, glycerol a stejné kmeny antibiotik jako Triladyl (NOHLING a kol.,
2007).

Toto fedidlo je na trhu mezi fedidly pomérné nové. Jeho schopnost ochranit buiiku
pfed mrazem nespociva v Zivocisnych slozkéch, ale v s6jovém lecitinu. Pouzivanim tohoto
fedidla se predchazi mikrobidlni kontaminaci, jeZ se muize dostat do davek z vaje¢ného

zloutku, na zéklad¢ kterého jsou zalozena jina fedidla (AIRES a kol., 2003).

3.6.3.2 Bioxcell®

Bioxcell obsahuje so6jovy lecitin a pouzivd se hlavné k fedéni byciho, kozliho
a beraniho spermatu pravé proto, Ze zachovava vysokou kvalitu semene — nenaruSuje
propustnost plazmatické a akrozomalni membrany a nesniZzuje pohyblivost spermii
(AKHTER a kol., 2010).

Tento typ komeréné vyrabéného fedidla bez ZivociSnych piidavkl, je dobrou
alternativou tam, kde je zadouci predejit kontaminaci davky mikroorganismy nebo jinymi
patogennimi faktory ze slozek obsahujici naptiklad vajecny zloutek nebo mlécnou smés (GIL
a kol., 2003).
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3.6.3.3 Biociphos—Plus®

V tomto fedidle je kvili moznosti mikrobialni kontaminaci nahrazen podil vaje¢ného
zloutku extraktem ze s6jovych bobl. Nahrazeni zloutku séjovym extraktem je sice ucinné
vV ohledu piedchdzeni mikrobidlniho znecisténi, nicméné snizuje piezitelnost pohlavnich
bunék po rozmrazovacim procesu (THUN a kol., 2002).

Vyhoda tohoto fedidla spoiva vtom, Ze je méné agresivni nez Triladyl, avSak
V porovnani s LDL se bunéna membrana v chladicim procesu rychleji ménila. Tenka vrstva,
kterou tfedidlo utvofilo kolem spermii, nestacila k ochranéni vétsiho mnozstvi bun¢k pred
ledovymi krystaly, které se béhem poklesu teploty vytvofily. Pohyblivost vSak zlstala
na urovni LDL rozpoustédla (AMIRAT a kol., 2005).

3.6.4 Vlastnosti ovlivnéné redidly

Bez pouziti fedidel, ktera ochranuji buiikky pfed chladem, mrazem a zménou osmotického
tlaku, by doSlo knendvratnému zni¢eni akrozomadlnich a plazmatickych membran
a kposkozeni mitochondrii (CELEGHINI a kol., 2008). Pravé tyto parametry, jako
je morfologie spermie, koncentrace, zivotaschopnost, kapacitace, akrozomalni celistvost,
pohyblivost a odolnost proti osmotickému tlaku, slouzi k hodnoceni kvality spermatu

Vv chlazené nebo zamrazené/rozmrazené davce (KASIMANICKAM a kol., 2011).

3.7 Vyroba inseminacnich davek

Jak jiz bylo zminéno vySe, jsou dva druhy zplsobu konzervace semene. Jedna
se 0 metodu mokrou (liquid — stored) a hluboce zmrazenou v pejetach ( frozen — thawed).
Mokr4a metoda ma na rozdil od metody zmrazovaci vyhodu spocivajici v moZznosti vétSiho
nafedéni semene, vysokou oplozovaci schopnosti a nepomérné levnéjsim skladovanim.
Nicméné doba pteziti spermii je timto zplisobem limitovana jen na par dni.

Metoda hlubokého zmrazeni méa naopak téméf neomezenou dobu pouzitelnosti
a skladovatelnosti. Nevyhody vSak spocivaji ve velké koncentraci spermii v jedné déavce
a velmi vysokych ndkladech na skladovéani. Pfesto je tento zpusob uchovavani byciho
ejakulatu vyuzivan hojnéji nez piedchozi zpusob (VISHWANATH a SHANNON, 2000).

Inseminacni davka v jedné pejeté obsahuje n€kolikanasobné vice oplozeni schopnych
spermii, nez je nutné k tomu, aby plemenice zabiezla. Inseminacni stanice vyrabé&jici
inseminacni davky garantuje spravnost a dodrzovani pevné danych postupt. Kazdy pftijaty

ejakulat se posuzuje laboratornimi zkouSkami samostatn¢ a také se individudlné urcuje stupen
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fedéni. Semeno se plni do trubi¢ek z polyvinylchloridu a uschovava se po nékolik hodin
v chladnicce pii teploté 4 °C (RIHA a kol., 2003).

Sperma dodavané k vyrob¢ inseminacnich davek musi spliovat pevné stanovené
parametry. Semeno nesmi obsahovat zadné patogenni latky, jejichz pfitomnost se vySetiuje
po dobu 6 mésicl, a infek¢ni nemoci. Dale musi mit standardni odstin, nesmi obsahovat
shluky spermii, srazeniny, nesmi byt znecisténo a nestandardné zapachat. Aktivita spermii by
mé¢la  dosahovat minimdlné 70%  z odebraného objemu a ztoho minimalné
80% nezdeformovanych, normdlnich spermii. Maximaln¢ v§ak mize obsahovat 10% spermii
vykazujici primarni zmény stavby buiky (SIDDIQUE a kol., 2006).

Poté dochédzi ktedéni spermatu, které se zamrazuje v oznacenych pejetach
pfi pohybové aktivite¢ okolo 30%. Sperma, které vyhovuje vSem pozadavkim, se ulozi
do zasobnich kontejnerti, odkud se po uplynuti 30 denni cekaci lhity vyjme a poté
se exportuje insemina¢nim technikiim.

Pejety rtizného objemu — 0,25ml a dle RIHY a kol. (2003) i 0 objemu 0,5 ml — musi
byt oznageny kody inseminaéni stanice, zvifete a datem odbéru (JEDLICKA, 2010). Kazda

zakoupena davka musi mit v planku zapsané idaje o plnéni a odbéru (RIHA a kol., 2003).

3.7.1 Ekvilibrace

Od doby ekvilibrace se odviji stupeni poSkozeni membran spermii zachovavajici jejich
celistvost a také pohyblivost po rozmrazeni. Jiz étyfhodinova ekvilibrace zajisti lepsi ochranu
bunky pifed mrazem a zachova celistvost plazmatické ¢i akrozomalni membrany a motility.
Déle se na ochran¢ bunky také podili doba, po kterou je pfitomno fedidlo, coZ ma za nésledek
vEtsi prezitelnost.

Pro zmrazovani byciho semene jsou piedepsdny postupy, které urCuji rychlost
chlazeni. (LEITE a kol., 2010) Timto se snizuje riziko poskozeni bunécného jadra spermie
ledem béhem zmrazovani a rozmrazovani davky (VISHWANATH a SHANNON, 2000).

Z diivodu pritomnosti vody uvnitt buniky — intracelularni tekutiny — je tfeba mit
na zfeteli jeji vliv na osmoticky tlak v prostedi, v némz se buiika nachazi. Procento zmrazené
vody jde ruku v ruce s hodnotami osmotického tlaku, které dale zavisi na teploté. Cim nizsi
je teplota, tim vétSi ¢ast bunky je zmrazena a tim vys$i je 1 osmoticky tlak prostiedi. Bylo
dokazano, Ze vystaveni buiiky procesim zmrazovani by melo byt takové, aby bylo dosazeno
co nejvétsitho procenta prezivSich spermii — tedy rychlé zmrazeni, idedlné 15 — 60°C/min.
Zaroven je vSak nutné nastavit parametry zmrazovani natolik pomalé, aby intracelularni voda

mohla diky osmoze opustit jadro bunky, ¢imz se zamezi jejimu vykrystalizovani uvnitt,
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coz je pro spermii smrtelné. Z vyse zminéného vyplyva, ze je tfeba najit jisty kompromis mezi
prudkym ochlazenim a funkénim odvodem tekutiny. Tento kompromis se 1isi v zavislosti
na druhu zvitete, pfesnéji tedy na propustnosti jednotlivych membran (WATSON, 2000).
Obvykle se zacind pomalym chlazenim na teplotu 4 — 5°C, déle nasleduje ekvilibrace
po dobu minimalné 30-ti minut, pfi¢emz maximalni doba pro tento tkon skytd 24 hodin,
pfi této teploté pred samotnym zmrazovanim. V pribehu ekvilibrace se nejcasteji do spermatu
pridava glycerol, obzvlast’ je-li pfitomno zloutkovo-citratové fedidlo. Pfidavek glycerolu neni
Casove zavisly, a je tedy mozno jej piidat v jakékoli fazi ekvilibrace. VSeobecné je zde snaha
o zruSeni, nebo alesponn podstatné zkraceni doby ekvilibrace, aniz by vSak byla porusena
kvalita spermii po rozmrazeni. Jelikoz semenna plazma neni schopna G¢inn¢ chranit spermie
pfi vysSich vykyvech teploty, musi se pouzivat latky, které jim poskytnou dostatecnou
ochranu pted snizenou teplotou. Jako fedidla spermatu se nejéastéji pouziva glycerol
svajecnym Zzloutkem. Pravé kvili vajenému zloutku hrozi sekundarni bakteridlni
kontaminace spermatu. Z tohoto divodu se vyrobilo napiiklad so6jovo — lecitinové fedidlo,

u néhoz nehrozi prenos patogent (LEITE a kol., 2010).

3.7.2 Kryokonzervace

Od roku 1949, kdy se zjistilo, Ze glycerol ma kryoprotektivni ucinky, se ucinil velky
pokrok v ochrané¢ byc¢iho spermatu. Ustoupilo se od uchovavani spermatu v ampulich
a peletach. Zhruba pted tiiceti lety se pravé diky glycerolu zacalo sperma plnit do pejet.
Od té doby, navzdory velkému rozsiteni a pouzivani zmrazeného spermatu, se neucinil nijak
vyznamny pokrok, co se tyCe oblasti rozpoustédel spermatu. Béhem zmrazovani, zménou
teploty a osmolarity, se poSkozuje mitochondrialni, lipidova a akrozomalni membrana,
a to v¢etné celé mitochondrie (CELEGHINI a kol., 2008). VADNAIS a ALTHOUSE (2011)
dopliiuji, Ze béhem snizovani teploty dochazi v lipidové fazi k fazové pifeméné z faze
krystalické az kapalné do faze gelu snaslednym zvySenim viskozity membrany
po rozmrazeni.

Diky kryoochrané se mohou béhem chlazeni, mraZeni a tani projevit i negativni zmény
na jadfe 1 kdyz se nachazi vné buiky na rozdil od struktur chranici buiku (CELEGHINI
a kol, 2008).

Ve svém pokusu CELEGHINI a kol. (2008) rozpustil ejakulat v fedidle Bioxellu®
a Botu — Bovu®. Po tomto kroku nechal roztoky, dle navodu, ve vodé o teploté 37°C po dobu
10-ti minut kvuli stabilizaci. Poté se naplnily pejety danym vzorkem. Zapsalo se na né ¢islo

byka, Sarze ejakulatu a fedidlo, ve kterém se semeno  rozpoustélo.
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Ke kryoonzervaci se pouzil pfenosny mrazak. Ochlazovaci rychlost byla 0,25°C/min
do teploty 5°C a zamrazovaci rychlost byla — 15°C/min z 5°C do — 80°C a poté¢ od — 10°C
az do dosazeni — 120°C. Nasledn¢ se pejety skladovaly v tekutém dusiku pii teploté — 196°C.
Po rozmrazeni probihajici v 37°C vodé po dobu 30-ti vtefin a po odstiedéni se hodnotila
motilita a morfologie: celistvost plazmatické a akrozomové membrany, funkénost
mitochondrii a chromatinové struktury.

Béhem tohoto pokusu se zjistilo, ze kryokonzervant snizuje motilitu spermii, zvysuje
procento abnormadlnich spermii a negativné ovlivituje mitochondrie a celistvost bunécnych
membran. Zaroven, ale pomohlo chrénit rizné bunécné utvary béhem zchlazovani

a zmrazovani. Botu — Bov ® v tomto experimentu dosahoval lepsich vysledkil neZ Bioxell®.

3.7.3 Uchovavani nakoupenych insemina¢nich davek

Inseminacni davky, které ma k dispozici inseminacni technik jsou uchovéavany
v oznacenich gobletach, které se nachdzeji na drzacich zavésenych v kontejneru. Kontejner
je naplnén tekutym dusikem, ktery zachovava pod svou hladinou teplotu -196°C.

Je snaha minimalizovat otevirani kontejneru, nebot’ kazd4d moZzna zména teploty mize
vést k rozmrazovani insemina¢nich déavek, ¢imz se muze ohrozit oplodiiovaci schopnost
spermii, proto se pii manipulaci vn€ kontejneru nesmi zvysit teplota na -130°C.

V hrdle kontejneru se teploty pohybuji kolem -160 az -140°C. V tsti hrdla
by se teplota mé¢la pohybovat od -25 do 10°C. Toto teplotni rozmezi je kritické, protoze pti
dlouhé manipulaci s pejetou v tomto prostoru dochazi k rekrystalizaci a vzniku velkych
ledovych krystalit misto malych, které neporusuji strukturu bunécéné stény. (LOUDA a kol.,
2008)

Pejeta poskozena rekrystalizaci ma poskozeny nebo praskly obal, je orosend, nebo
dokonce obalend ledem. Pro dalsi ucely je v tomto stavu jiz nepouzitelnd, nebot” ztraci svou

oplozovaci schopnost (RIHA a kol., 2003).

3.7.4 Rozmrazovani insemina¢nich davek

Pejety v kanystru se pfemisti asi 3 — 5 cm pod usti hrdla a pinzetou se rychle vyjmou.
Poté se zkontroluji udaje natisténé na obalu a vlozi se do nadoby s vodou o teploté 35 — 37°C.
Ohfev trva pfiblizné¢ 40 vtefin.(LOUDA a kol., 2008) Pak technik zatfesenim trubicky
se spermatem vyklepe zbytek dusiku, ktery miize ulpét u vatové zatky, jiz nasledn€ odstrani.

Pejetu umisti do piedem piipravené aparatury a provede inseminaci (RIHA a kol., 2003).
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3.7.5 Tani inseminac¢nich davek

Je vSeobecn¢ znamo, ze z divodu prevence znehodnoceni bunécnych stén je nejlepsi
rychly zplsob ohiivani davky. Je to piedev§im kvili moZznosti rekrystalizace vody
a naslednému potrhani bun¢k.

Pomaly zptsob ohtivani zpisobuje zménu osmotického tlaku vlivem zmény objemu

wevr

bunécnych tekutin, coz je mnohem nebezpecnéjSi nez pii zmrazovacim procesu
(VISHWANATH a SHANNON, 2000). Tani se obvykle provadi v rozmezi teplot
od 4 do 37°C ( SIDDIQUE a kol., 2006).

3.7.6 Kontrola inseminaénich davek

Casté&ji dochazi k poskozeni obalu spermie, nezli k naruseni p¥imého pohybu vpied.
Vzrista tim ale 1 procento abnormalné tvarovanych bunék, porusenych akrozémovych
membran, které nejsou schopny projit zonou pellucidou, a oplodnit tak vajicko (CELEGHINI
a kol., 2008).

Z téchto diivodii se minimalné jednou mési¢né provadi kontrola rozmrazenim vybrané
inseminacni davky, kontroluje se aktivita spermii pii teplot¢ 37°C, jejich mozné vady
zpusobené ledem ¢i pripadné deformace akrozomového obalu. Zhodnoti se procentualni
zastoupeni zivych a mrtvych spermii na pritokovém cytometru, dale poskozeni DNA,
bakteridlni zneciSténi a koncentrace pohlavnich bun€k v inseminaéni déavce (JEZKOVA,
2012).

Cesta, jak tomuto jevu ptedejit, je kombinace vice druht fedidel, které tak mohou

ochranovat vice ¢asti buiiky (CELEGHINI a kol., 2008).

3.7.7 Budouci trendy v konzervaci semene

Hlavnimi piinosy u tekuté metody by mohlo byt zpomaleni nebo Uplné zastaveni
zhorSovani oplozovacich schopnosti béhem skladovéni pfi pokojové teploté. Zaroven je vSak
nutno porozumét zdkladnim fyziologickym procestim. SniZeni koncentrace pohlavnich bunék
V hluboce zamrazenych davkach je jednim z budoucich smért, kterymi se tato metoda mize
ubirat. Je tedy potieba se predev§im soustiedit na slozeni fedidel, aby se zlepSila ochrana
bunck béhem zamrazeni.

Jako alternativy témto dvéma metoddm byly v minulosti zkoumany zplsoby,
jak uchovavat semeno v lyofilizovaném, suseném a vitrifikovaném stavu. Ani jeden z téchto

zpusobu se v§ak neosvédéil (VISHWANATH a SHANNON, 2000).
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3.8 Oplozovaci schopnost insemina¢nich davek

Oplozovaci schopnost je dana podle plemenné hodnoty byka, konkrétné poctem spermii
zajistujicich zdarné zabieznuti plemenice. Tato vlastnost inseminacni davky je déna aktivitou,
ktera by se méla pohybovat v rozmezi mezi 30 — 50%, po rozmrazeni (LOUDA a kol., 2008).
Testovani plodnosti mladych bykl se nejéastéji provadi metodou in vitro (ve zkumavce).
Je to pfedevsim kvuli ekonomické efektivité, tspoie Casu a moznosti proveéreni vétsiho poctu
bykt (GILLAN a kol., 2008).

Diky pokroku informacnich technologii lze za pomoci velkych databazi porovnavat
vysledky dosazené v riznych laboratofich, v nichz se prizkum inseminaénich davek provadi.
Existuje  vSak  mnoho  faktori, které mohou  zapfiCinit selhani  poslani
spermie — protoze je slozena zvice funkénich jednotek, nelze ani pomoci podrobné
laboratorni analyzy byciho ejakulatu jednoznaéné predpovédét oplozeni vajicka jednotlivymi

spermiemi (MOCE a kol., 2008).

3.8.1 Ukazatelé kvality inseminacnich davek

Hodnoti se ptedevSim konzistence, heterogenita bunck a zastoupeni oplozeni
neschopnych spermii ve vzorku. Vadné spermie jsou posléze pohlceny v rozmnoZovaci
soustaveé samice, a to jakmile dosahnou vejcovodu (GILLAN a kol., 2008).

Po rozmrazeni davky se hodnoti progresivni pohyb spermii vpted, kinetika pohybu,
koncentrace zivych a mrtvych bunék, zjiStuje se rozsah poskozeni zpisobeny zménou
osmotického tlaku (VISHWANATH a SHANNON, 2000). Dale GILLAN a kol. (2008)
doplituje hodnoceni deformaci chromatinovych a akrozomalnich center zapti¢inénych b&hem

zmény teploty pii zamrazovani a tani.

3.8.2 Kbvalitativni hodnoceni insemina¢nich davek

Celkova kvalita spermatu zalezi na mnoha faktorech — na vhodné zvoleném

kryoprotektivu, rychlosti chlazeni a mrazeni a zdrovenl i na zpisobu skladovani semene

(KALLUDI a kol., 2011).
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4. Material a metodika

4.1 Charakteristika inseminac¢ni stanice

Vzorky byly pfivezeny z inseminacni stanice v Hradistku pod Mednikem. Vlastnikem
stanice je firma Natural, spol. s.r.0. zabyvajici se narodnim plemenaiskym programem plemen
holstynského, ¢eského strakatého skotu a nékolika plemen masnych uzitkovych typa skotu.
V soucasnosti je na stanici okolo stovky plemennych byka. Spolecnost produkuje kolem
750 000 inseminacnich davek a expeduje je do zemi Evropské unie 1 do jinych s unii
asociovanych. Provoz stanice spliiuje vSechna Ceska, evropska a hygienické kritéria. Davky

jsou vyrabény pod veterinarnim dohledem a identifikaci zajistuje kontrolovany systém prace.

4.2 Charakteristika byku

By¢i semeno bylo dovezeno zinseminacni stanice v HradiStku pod Mednikem.
Plemenici byli rizné stafi a rizného uzitkového sméru — viz tabulka 9. K vyzkumu byl pouzit
nativni ejakulat odebrany od byki holStynského plemene a od bykt masnych plemen —
Aberdeen Angus a Galloway. Jejich ejakulat byl nafedén komeréné vyrabénym fedidlem

s pfidavkem LDL — cholesterolu.

4.3 Metodika

4.3.1 Charakteristika redidel

K pokusu byla pouzita fedidla od firmy MiniTib Germany — Triladyl a AndroMed

a fedidlo Bioxcell od spolecnosti IMV France.

4.3.2 Priprava redidel

Dle navodu vyrobce bylo ptipraveno fedidlo Triladyl. Pro pozadovany objem — 2 ml
fedidla bylo smichano 1,5 ml vody spole¢né s 0,5 g koncentratu Triladyl.

Dle navodu vyrobce bylo piipraveno fedidlo Bioxcell . Pro pozadovany objem — 2 ml
fedidla bylo smichano 1,6 ml vody spole¢né s 0,4 g koncentratu Bioxcell. Ve stejném poméru
jako Bioxcell byl ptipraven i AndroMed — 1,6 ml vody spole¢né s 0,4 g AnroMed

koncentratu.
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4.3.3 Material

Byl pouzivan cisty dialyzovany LDL 2z vaje¢ného zloutku vyrobeny profesorem
Hodkem (UK). LDL byl pifidan o raznych koncentracich do komer¢né vyrabénych fedidel:
Triladylu, Bioxcellu a AndroMed - vypoctené hodnoty viz tabulka 2. Deionizovana voda

byla pouzivana k oplachovani pomucek.

4.3.4 Pomicky

Osmometr, pH-metr, kalibracni a ¢istici roztoky, kalibra¢ni roztoky, vodni lazen, zkumavky

typu eppendorf, sterilni zkumavky, automatické pipety, $picky, kadinky.

4.3.5 Pracovni postup

Nejprve byl dle navodu zkalibrovan pH-metr a posléze i osmometr. Nasledn¢ byla
ptipravena fedidla dle pokynli od vyrobce, pficemz fedidlo Triladyl bylo pfipraveno ve dvou
variantdch, a to s pfidavkem vaje¢né¢ho Zloutku a bez né¢j. Prazdné piedem o0znacené
zkumavky byly vlozeny do vodni 1azné vyhtaté na teplotu 37°C a zkumavky typu eppendorf
byly vlozeny do suSarny také na teplotu 37°C. Po uplynuti piiblizné 5 minut byly
do zkumavek ptridavany odmétené davky tedidel dle tabulky, a to nésledujicim zplsobem.
Nejdtive byl napipetovan objem daného fedidla, do néj byl poté ptidan vypocteny piislusny
objem LDL a tento roztok byl opét vloZzen do vodni ldzn€. Dale byl zaznamendn cas
a pro zméfeni osmotického tlaku byl odebran objem 100 pl, hodnoty pH byly naméteny

ve zkumavce. Podobny postup byl opakovan u vsech dalsich vzorkd.

4.3.5.1 M¢teni pH

Do zkumavek se smési daného fedidla a LDL byl postupné ponotfen pH-metr
a zaznamendn cCas, kdy méfeni probéhlo. Po ustdleni pH byla jeho hodnota zapsana.
Po kazdém méfeni byl pH-metr oplachnut specialnim saponatem, destilovanou vodou, lihem
a osuSen buni¢inou. Celé méfeni probihalo u kazdého vzorku po dobu 72 hodin, ptfi¢emZz

hodnoty pH byly zaznamenavany v ¢asovych usecich 0, 2, 24 a 72 hodin.

4.3.5.2 Mcéfeni osmotického tlaku

Na odebraném objemu 100 pl byl zméfen osmoticky tlak. Méfeni byla opakovéna
po 2 hodinach inkubace ve vodni 1dzni. Po zméfeni posledniho vzorku byly vSechny vzorky
na stojanku vlozeny do chladnic¢ky, kde byly ponechany do dal$ich méteni, ktera probihala

v intervalu 24 hodin po dobu 3 dni. Pti téchto méfenich byl stojanek vzdy vynat z chladnicky,
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zkumavky byly opét vytemperovany na 37°C a nasledné byl zméfen osmoticky tlak spolu
s pH na opétovné zkalibrovanych pfistrojich. Jakmile tato méfeni probé&hla, stojanek

se zkumavkami byl znovu vlozen do chladni¢ky, kde byl zanechén do dalsiho méfeni.

4.3.5.3 Koncentrace LDL — cholesterolu v fedidlech

Do tedidla Triladyl bylo piidano 10, 9, 8, 7 a 6% LDL — cholesterolu. Procentualni
hodnoty ptidavku byly vypocitany z celkového mnozstvi fedidla. AndroMed a Bioxcell byl
smichan s 8, 6, 4 a 2% LDL. Z téchto vzorki smési fedidla a LDL se méfily zmény pH

a osmotického tlaku v zavislosti na Case.

4.3.5.4 Sledovani a méfeni

Po namichani roztoktu byly ihned naméfeny hodnoty pH a osmotického tlaku, tedy
v ¢ase 0 hod. Dale méteni pokracovalo po 2, 24, 48 a 72 hodinach. Vzorky byly uchovavany
Vv chladni¢ce a tésné pred métenim se vlozily do vyhiaté vodni lazné (37°C) dle pokynt

V postupu prace.
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5. Vysledky

5.1 Vysledky méreni pH
5.1.1 Vysledky méfeni pH u Triladylu

Komentare k tabulce 3, grafické znazornéni — Graf 1

5.1.1.1 Triladyl s 10% LDL — cholesterolu

Béhem pozorovani zmén parametri fedidla Triladyl s 10% pfidavkem
LDL — cholesterolu se hodnota po 2 hodinach sledovani zménila oproti té prvotnimu, ktera
nabyvala 6,56, na hodnotu 6,6. Po 24 a 48 hodindch, kdy doSlo k ustidleni pH na 6,73

se hodnota zacala zvySovat. Po 72 hodinach jiz byla zméfena hodnota 6,78.

5.1.1.2 Triladyl s 9% piidavkem LDL — cholesterolu

Prvni naméfend hodnota pH ¢inila 6,56. Po 2 hodinach doslo ke zvySovani na 6,58.
Po 24 hodinach od zahdjeni testu posléze pH metr naméfil hodnotu 6,72. DalSich 24 hodin
Vv chladni¢ce zménilo pH na 6,77 a za 72 hodin od prvniho méfeni jiz dosahovala hodnota pH

6,8.

5.1.1.3 Triladyl s 8% LDL — cholesterolu

Na zacatku méteni bylo pH stejné hodnoty jako u ptedchozich koncentraci — tedy
6,56. Na rozdil od nich ale tato hodnota po 2 hodinach zustala konstantni. Za jeden den
od pocatku méfeni se kontrola pH neprovadéla. Byl zde totiz predpoklad, ze nedojde k nijak
zévratnému sniZzeni nebo zvySeni pH. Ve 48 a 72 hodin po zah4jeni pH testu se pH ustalilo

na 6,78.

5.1.1.4 Triladyl s 7% LDL — cholesterolu

Pfi zahajeni méteni dosahovalo pH hodnoty 6,55. Po 2 hodinach byla hodnota stejna
jako na zacatku. Po 24 hodinach se pH nebylo méfeno ze stejného duvodu, jako tomu bylo
u Triladylu s 8% obsahem LDL. Po 48 hodinach bylo pH 6,78, dale byl pak po 72 hodinach

zaznamenan mirny pokles pH na 6,77.

29



5.1.1.5 Triladyl s 6% LDL — cholesterolu

U tohoto vzorku se zac¢inalo na hodnoté pH 6,56. Pti dalSim méfeni, po 2 hodinach,
byla zaznamenana hodnota 6,58. Po 24 hodinach od zahéjeni méfeni se opét nezjist'ovalo,
o kolik se pH zménilo. Ve 48. hodin¢ od zacatku testu byla naméfena hodnota pH 6,75.

V 72. hoding testu se hodnota opét zvysila na 6,77.

5.1.1.6 K- kontrola— Triladyl

Soucasné s métenim fedidel s obsahem LDL o rizné koncentraci se zjiStovala i zména
hodnoty pH srovnavaciho fedidla obsahujici vajeény zloutek Vv zavislosti na ¢ase. Hodnoty
byly zjistovany ve shodném Case jako fedidla s LDL. Redidla dosahovala shodnych hodnot
v ¢asech 0 hodin a 2 hodiny po zac¢atku méteni — 6,58. V nasledujicich méfeni nedochazelo
K nijjak vyraznym zménam. Po 24 hodinach ¢inila hodnoty 6,7, po 48 hodinach 6,72

a poslednim méfenim byla zjisténa hodnota 6,73.

5.1.2 Vysledky méfeni pH u Bioxcellu

Komentare k tabulce 4, grafické znazornéni — Graf 2

5.1.2.1 Bioxcell s 8% LDL — cholesterolu

Prvni méteni dosahovalo hodnoty pH 6,7, po dvou hodinach nepatrné stouplo na 6,71.
V méteni za 24 a 48 hodin pH-metr namétil shodné 6,74. Posledni hodnota naméfend 72

po zahgjeni testu byla 6,77.

5.1.2.2 Bioxcell s 6% LDL — cholesterolu

Prvni méteni Bioxcellu s 6% LDL ukézalo hodnotu pH 6,74. Za dvé hodiny doslo
K mirnému zvyseni pH na 6,75, avSak béhem dalSiho méteni po 24 hodinach doslo k pomérné
vyraznému narustu pH na hodnotu 6,81. Tato hodnota zlstala konstantni i do méfeni hodnoty

ve 48. hodiné po zacatku méfeni. Hodnota pH po 72 hodinach se opét mirné zvysila na 6,82.

5.1.2.3 Bioxcell s 4% LDL — cholesterolu

Na pocatku méfeni tohoto fedidla s LDL byla zaznamenana hodnota pH = 6,73.
Po 2 hodinach se hodnota zménila na 6,74. Hodnoceni za 24 hodin se neprovadélo, jelikoz se
nepiedpokladala nijak zavratnd zména hodnot. Po 48 hodinach se hodnota vysplhala na 6,81.

Za 72 hodin od zahdjeni méteni nabyvala hodnota pH 6,82.
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5.1.2.4 Bioxcell s 2% LDL — cholesterolu

Hodnoceni pH fedidla s nejmensi koncentraci LDL zacinalo na hodnoté 6,71. Za
2 hodiny bylo naméfeno pH = 6,74. Za 24 hodin se méfeni neopakovalo. Méfeni probihajici

za 48 a 72 hodin nabyvalo stejnych hodnot, a to 6,82.

5.1.2.5 K- kontrola — Bioxcell

Cisté fedidlo nevykazovalo vyrazny nartst hodnot pH. Na zadatku méfeni a po 2
hodinach dosahovalo pH hodnoty 6,75. Dalsi méfeni zji§tovana v intervalech 24, 48 a 72

hodin mé¢la stejné hodnoty, a to 6,81.

5.1.3 Vysledky méfeni pH u AndroMedu

Komentare k tabulce 5, grafické znazornéni — Graf 3

5.1.3.1 AndroMed s 8% LDL — cholesterolu

Redidlo AndroMed s 8%LDL pii prvnim méfeni vykazovalo hodnotu pH 6,58.
Za 2 hodiny od zacatku méfeni vSak doslo k poklesu hodnoty pH na 6,54. Po 24 hodinach se
fedidlo ustalilo na hodnoté 6,69 a v dalsim méfeni se opét namétila niz§i hodnota — 6,67.

V 72. hodin¢ po zahéjeni méteni se hodnota pH opét nepatrné zvysila na 6,69.

5.1.3.2 AndroMed s 6% LDL — cholesterolu

Na pocatku méteni dosahlo pH hodnoty 6,61. Dalsi hodnota po 2 hodinach se snizila
na 6,58. Za 24 hodin doslo k pomérné vyraznému nartstu hodnoty pH na 6,73. Nasledujici

méfeni po 48 a 72 hodinach ukézalo shodné hodnoty pH, a to 6,7.

5.1.3.3 AndroMed s 4% LDL — cholesterolu

Prvni méfeni a méfeni po dvou hodinach ukazalo stejné hodnoty pH — 6,64.
Po 24 hodinach se métfeni neopakovalo a zjistovaly se hodnoty pH az za 48 hodin. Hodnota
pH se za 48 hodin se ustalila na pH 6,7 a v kontrolnim méfeni provadéné za 72 hodin

po zahdjeni testu se hodnota pH zvysila na 6,71.

5.1.3.4 AndroMed s 2% LDL — cholesterolu

Prvni a méfeni po dvou hodindch méteni ukazalo shodné hodnoty pH — 6,63.
Po 24 hodinach se méteni opét neprovadélo, ale za 48 a 72 se prokazalo, Ze hodnoty nijak

zéavratn¢ nekolisaji nebo nestoupaji a jsou na shodné hodnoté¢ pH, a to 6,7.
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5.1.3.5 K- kontrola— AndroMed

Kontrola ¢istého fedidla byla provadéna ve shodnych casech jako fedidla s pfidavkem
LDL. Na za¢atku méteni a po 2 hodinach dosahovaly hodnoty pH 6,63. V dalsich intervalech
meéteni pH fedidlo opét dosahovalo shodné hodnoty a to 6,7.

5.2 Vysledky méreni osmotického tlaku

5.2.1 Vysledky méreni osmotického tlaku u Triladylu

Komentare k tabulce 6, grafické znazornéni — Graf 4

5.2.1.1 Triladyl s 10% LDL — cholesterolu

Osmometr na zacatku testu naméfil hodnotu osmotického tlaku 1320 mlOsm/kg.
M¢ieni po 24 hodinich ukazalo zménu osmotického tlaku na hodnotu 1316 mlOsm/kg.
Dals$im méfenim se prokazalo mirné zvySovani hodnoty osmotického tlaku — po 48 hodinach

dosahoval 1318 mIOsm/kg a po 72 hodinach bylo naméieno 1333 mlOsm/kg.

5.2.1.2 Triladyl s 9% LDL — cholesterolu

Osmoticky tlak na zacatku pokusu dosahoval u tohoto vzorku hodnoty
1328 mlOsm/kg. Za 24 hodin hodnota osmotického tlaku klesla na 1306 mlOsm/kg.
Po dalS$im méfeni provadéném ve 48. hodin€ po zahdjeni testu dosahoval osmoticky tlak

hodnoty 1313 mlOsm/kg a v 72. hodin¢€ bylo naméteno hodnoty 1328 mlOsm/kg.

5.2.1.3 Triladyl s 8% LDL — cholesterolu

Pocatecni hodnota osmotického tlaku fedidla s 8% LDL byla 1322 mlOsm/kg. Méfeni
za 24 hodin po zahdjeni testu neprobehlo, jelikoz se neptedpokladal vyrazny zvrat
ve vysledcich. Osmoticky tlak naméteny za 48 hodin od tivodniho méfeni byl 1314 mlOsm/kg
a za 72 hodin od zacatku méfeni dosahoval hodnoty 1330 mlOsm/kg.

5.2.1.4 Triladyl s 7% LDL — cholesterolu

Na zacatku testu osmometr naméfil hodnotu osmotického tlaku ve vysi
1346 mlOsm/kg. Mé&feni v nasledujicim intervalu se nekonalo. Hodnota osmotického tlaku
zjisténa ve 48. hodin€¢ po zahajeni meéfeni byla 1352 mlOsm/kg a v 72 hodin byla
1340 mIOsm/kg.
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5.2.1.5 Triladyl s 6% LDL — cholesterolu

U tohoto vzorku byla naméfena nejvys$$i pocateéni hodnota ftedidla Triladyl
s ptidavkem LDL — 1565 mlOsm/kg. Po 24 hodinach doslo k mirnému snizeni
na 1548 mlOsm/kg a po 48 hodinach az na 1518 mlOsm/kg. Za 72 hodin po zahajeni testu

byla naméfena hodnota osmotického tlaku 1523 mlOsm/kg.

5.2.1.6 K—kontrola — Triladyl

Kontrola osmotického tlaku srovnavaciho fedidla s vajecnym zloutkem se uskutecnila
jen na zacatku méfeni a po 24 hodindch. Prvni naméfena hodnota byla 1101 mlOsm/kg

a hodnota po 24 hodinach 1109 mlOsm/kg.

5.2.2 Vysledky méfeni osmotického tlaku u Bioxcellu
Komentare k tabulce 7, grafické znazornéni — Graf 5

5.2.2.1 Bioxcell s 8% LDL — cholesterolu

Prvni méteni osmotického tlaku tohoto fedidla s ptislusnou koncentraci LDL ukazalo
hodnotu 1364 mlOsm/kg. Za 24 hodin osmometr ukazal hodnotu osmotického tlaku nizsi —
1334 mlOsm/kg. Po 48 hodinach od zacatku méfeni se hodnota opét ptiblizila té pocatecni,
osmoticky tlak byl 1369 mlOsm/kg. 72 hodin po zahajeni méfeni se osmoticky tlak opét snizil
na 1342 mlOsm/kg.

5.2.2.2 Bioxcell s 6% LDL — cholesterolu

Pocate¢ni hodnota osmotického tlaku tohoto vzorku byla 1516 mlOsm/kg.
Po 24 hodinach byl zaznamenan pokles na 1483 mlOsm/kg. Pii méteni po 48 hodinach
se osmoticky tlak vratil téméf na ptvodni hodnotu — 1495 mlOsm/kg. Posledni méfeni

prokazalo opétovny pokles osmotického tlaku na hodnotu 1508 mlOsm/kg.

5.2.2.3 Bioxcell s 4% LDL — cholesterolu

Pii prvnim méfeni osmometr ukazoval hodnotu osmotického tlaku 1516 mlOsm/kg.
Hodnota po 24 hodinach nebyla méfena, jelikoz zde byl piedpoklad, Ze nedojde k vyrazné
zméné. Za dalSich 24, tedy 48 hodin po zafatku méfeni, byl osmoticky tlak ve vzorku
1495 mIOsm/kg.
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5.2.2.4 Bioxcell s 2% LDL — cholesterolu

U fedidla Bioxcell s2% LDL byla naméfena prvni hodnota osmotického
tlaku — 1446 mlOsm/kg. Za 24 hodin se hodnota nezjistovala, ze stejného duvodu jako
u predchoziho tedidla. Po 48 hodindch vSak byl zaznamendn pokles osmotického tlaku
na hodnotu 1416 mlOsm/kg a po 72 hodiniach od zacatku testu byla zméfena hodnota
1557 mlOsm/kg.

5.2.2.5 K -—kontrola— Bioxcell

Vv

Také s timto fedidlem s piidavkem LDL — cholesterolu probihalo soubézné kontrolni
méfeni osmotického tlaku cCistého fedidla. Prvnim méfenim byla naméfena hodnota
osmotického tlaku 1580 mlOsm/kg. Za 24 hodin byl naméfen osmoticky tlak o velikosti
1546 mIOsm/kg, ktery byl shodny s osmoticky tlakem naméfenym po dalSich 24 hodinach.

Po tfech dnech méfeni, tedy 72 hodinach, osmometr naméfil hodnotu 1557 mlOsm/kg.

5.2.3 Vysledky méreni osmotického tlaku u AndroMedu

Komentare k tabulce 8, grafické znazornéni — Graf 6

5.2.3.1 AndroMed s 8% LDL — cholesterolu

Prvnim méfenim osmotického tlaku tohoto fedidla byla zjisténa hodnota
1257 mlOsm/kg. Hodnota vzorku po 24 hodinach dosahovala 1268 mlOsm/kg. Dalsi
zmefenim velikosti osmotického tlaku ve vzorku, probihajicim za 48 hodin po zacatku,
se prokazalo snizeni hodnoty na 1259 mlOsm/kg. Posledni méfeni v 72 hodin od zahajeni

testu ukazalo klesajici trend osmotického tlaku na hodnotu 1248 mlOsm/kg.

5.2.3.2 AndroMed 6% LDL — cholesterolu

Osmometr po prvnim méteni prokézal hodnotu osmotického
tlaku — 1411 mlOsm/kg. Vzorek po 24 hodinach vykazoval sniZzeni osmotického tlaku
na hodnotu 1373 mIOsm/kg. Po 48 hodinach od pocatku méfeni zacal osmoticky tlak rist,

zastavil se na hodnoté 1392 mlOsm/kg a ztstal konstantni do posledniho méteni.

5.2.3.3 AndroMed s 4% LDL — cholesterolu

Pii zahajeni méfeni osmoticky tlak dosahoval hodnoty 1417 mlOsm/kg.

Meéieni po 24 hodinach se opét neprovad€lo. Zaznamenan byl vSak Udaj ze 48 hodin
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od zacatku meéfeni. Hodnota osmotického tlaku v této dobé dosahovala 1420 mlOsm/kg.

Za 72 hodin byla namétena hodnota osmotického tlaku 1411 mlOsm/kg.

5.2.3.4 AndroMed s 2% LDL — cholesterolu

Prvni méfeni osmotického tlaku ukazalo hodnotu 1446 mlOsm/kg. Dal§i méfeni
za 24 hodin opét nebylo provedeno. Po 48 hodindch od zahajeni testu doSlo ke sniZeni
hodnoty osmotického tlaku na 1416 mlOsm/kg. Po dal§im méfeni byl zaznamenan mirny

nartist na hodnotu 1422 mlOsm/kg.

5.2.3.5 K —kontrola— AndroMed

Kontrola osmotického tlaku cistého fedidla byla opét vedena soub&zné s fedidly
obsahujici ur€itou koncentraci LDL — cholesterolu. Pt#i prvnim méfeni byla hodnota
1456 mlOsm/kg. Poté nasledoval mirny pokles osmotického tlaku na hodnotu
1429 mlOsm/kg. Za 48 hodin od zacatku byl vSak jiz zaznamenan nartst na hodnotu
1452 mlOsm/kg. Po 72 hodinach byla naméfena hodnota osmotického tlaku ve vysi
1463 mlOsm/kg.

5.3 Shrnuti celkovy zmén pH

5.3.1 Triladyl

Pii srovnani Triladylu spfimési urcité koncentrace LDL — cholesterolu
se srovnavacim fedidlem obsahujicim vajecny Zloutek, bylo vyhodnoceno, jaka koncentrace
LDL nejvice odpovida cistému fedidlu v ohledu hodnoty pH. Jako nejméné stabilni
se ukazalo fedidlo s 9% LDL, jehoZ rozdil hodnot pH mezi prvnim a poslednim méfenim
byl 0,24, kdezto u kontrolniho ¢istého fedidla tento rozdil ¢inil 0,15. Naopak nejmensiho
rozdilu mezi pocate¢ni a kone¢nou hodnotou pH bylo dosazeno u fedidel s koncentracemi
LDL 8, 7 a 6%. U Triladylu s 8 a 7% LDL ¢inil rozdil hodnoty pH shodné 0,22 a u fedidla
s6% LDL byl rozdil 0,21, coz je nejmensi naméfend odchylka pH od kontrolniho ¢istého
fedidla.

5.3.2 Bioxcell

Ke srovnavacimu kontrolnimu fedidlu Bioxcellu se v tomto méteni nejvice pfibliZilo
fedidlo s 8% koncentraci LDL. Rozdil fedidla s 8% LDL mezi prvnim a poslednim métenim
pH doséahl hodnoty 0,07. Srovnavaci fedidlo mélo tuto hodnotu jen o jednu setinu nizsi, tedy

0,06. Sklesajici koncentraci LDL se postupné zvySoval rozdil naméfenych hodnot pH.
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Bioxcell s 6% ptidavkem LDL dosahl zmény hodnoty od prvniho do posledniho méteni
0 0,08 a tedidlo se 4% LDL pak 0,09. Nejhtie dopadl Bioxcell se 4%, jehoz hodnota pH

se od zacatku méteni zvysila o 0,11.

5.3.3 AndroMed

Na rozdil od Bioxcellu u AndroMedu vychazely niz§i zmény hodnoty pH fedidlim
s nejmensi koncentraci LDL. Nejmensi rozdil hodnoty pH od srovnavaciho cCistého fedidla
vys$la hodnota pH u vzorka s koncentraci 4 a 2% LDL. Ty dosahovaly stejné zmény mezi
prvnim a poslednim méfenim jako kontrolni fedidlo, a to zvySeni hodnoty pH o 0,07.
U AndroMedu s 6% LDL byl naméten vétsi rozdil, jeho hodnota byla 0,09. Nejhtie dopadla
8% koncentrace LDL. Rozdil mezi meznimi hodnotami ¢inil 0,11, coz je oproti Cistému

fedidlu nejvyssi odchylka.

5.4 Shrnuti celkovych zmén osmotického tlaku

Osmoticky tlak ve vSech fedidlech s riiznymi koncentracemi LDL — cholesterolu neprosel
tak vyraznymi zménami ve srovnani s hodnotami pH. Poc¢ate¢ni hodnota osmotického tlaku
se vyrazné snizila u fedidel s nejvyssi koncentraci LDL oproti srovnavacimu €istému fedidlu.
LDL — cholesterol sice zptisobil pokles pocatecni hodnoty osmotického tlaku, ale na vysledny

rozdil mezi prvnim a poslednim métenim nemél vliv.
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6. Diskuze

Triladyl je jeden z typl fedidel zalozeny na kryoprotektivnich vlastnostech vaje¢ného
Zloutku pouzivany pii zpracovani byc¢iho ejakulatu. Dle ANTONA a kol. (2003) je znamo,
ze zloutek ma wurcité pozitivni vlastnosti pii kryokonzervaci spermii, protoze slozky
ve vajecném zloutku dokéazi vytvofit absorbci oleje a vody fazové rozhrani a zhotovit
z kapicek oleje ochranny film. Jsou jimi stabilizace membran nebo ochrana pied chladovym
Sokem. Vaje¢ny zloutek obsahuje fosfolipidy, v nejvétsim mnozstvi pravé LDL — cholesterol,
jez poskytuji kryoochranu spermiim béhem zamrazovani nebo tani tim, ze zvySuji stabilitu
plazmatickych membran (MOUSSA a kol., 2002).

Pti vyrobé se do Triladylu neptidavaji slozky, které by vice podpoftily kryoochranu bunék,
kromé glycerolu. Az tésné pted pouzitim se toto fedidlo obohacuje o piefiltrovany vajeény
Zloutek nebo pravé o LDL - cholesterol. Napiiklad v fedidlech AndroMed a Bioxcell
je ke glycerolu jiz pti vyrobé pridan s6jovy lecitin a fosfolipid rostlinného ptivodu, ktery
ma stejné jako glycerol kryoprotektivni uc¢inky. Dle HOLTA (2000), pravé glycerol ochranuje
bunky tim, Ze vnikne dovnitt do bunécné cytoplazmy, ¢imz sniZzuje bod zmrznuti
a koncentraci elektrolytd v nezmrazené c¢asti bunky. Oproti tomu, LDL obsaZzeny
ve vajecném Zloutku ochranuje bunku tak, Ze zabranuje poSkozeni membrany.

V Ceské republice vyrobci inseminaénich davek nepfidavaji do fedidel LDL, ale jen
cerstvy nebo ionizovany vajeény Zzloutek, a to predevSim kvili obavam z bakteridlni
kontaminace (BERAN a kol., 2012).

Stejné jako MOUSSOVI a kol., (2002) se i v nasem experimentu ménil osmoticky tlak
v zavislosti na pfidaném LDL. Cim vétsi koncentrace LDL — cholesterolu byla na podatku
experimentu piidana do fedidla, tim niz8i byl naméteny osmoticky tlak, pti dalSich méfenich
S postupem casu je mozné sledovat podobny trend, avSak jiz s drobnymi odchylkami.
MOUSSA a kol. (2002) ve svém ¢lanku uvadi, ze tento jev mize nastavat srazenim fruktozy a
soli obsazenych v fedidle doplnénym o LDL, nebo snizenim osmotického tlaku zptisobeném
srazenim LDL.

Po nahrazeni vaje¢né¢ho Zloutku LDL — cholesterolem v Triladylu byly hodnoty pH
viceméné shodné. Ze statistického hodnoceni zaroven vyplyvé, Ze hodnota pH u tohoto
fedidla vykazuje jistou nestdlost, viz tabulka 10, ve srovnani S dalSimi ndmi méfenymi
vzorky. MOUSSA a kol. (2002) ve svém ¢lanku doporucuji koncentraci LDL v Triladylu

mezi 5 — 10%, kdy je dosazeno nejvyssiho procenta pohyblivych spermii, pti¢emz nejlepSich
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vysledkt dosahl ptidavek 8% LDL do Triladylu. Toto tvrzeni nelze dle naSeho experimentu
potvrdit, jelikoz hodnota pH se po dvou hodinach zacala pomérné rychle zvySovat. Z toho
je ztejmé, ze Triladyl s 8% LDL lze pouzit pouze pro kratkodobou konzervaci, nebot’ pii
dlouhodobé¢jsi konzervaci vyraznéj§i zmeéna znamend zhorSené prostiedi pro spermie
ohrozujici jejich prezitelnost a aktivitu.

Primérné hodnoty osmotického tlaku se u Triladylu pohybovaly v rozmezi od 1322
do 1493 mOsm/kg. Nejmensi vykyvy byly zaznamendny u koncentraci 7 a 8% ptidavku LDL.
Dle pozorovani MOUSSY a kol. (2002) osmoticky tlak klesa se stoupajicim procentem
piidavku LDL. V naSem pokusu se toto tvrzeni nepotvrdilo. Nejvyssi prumérnou hodnotu
osmotického tlaku sice mél Triladyl s 6% LDL a se zvySujicim se procentem piidavku LDL
osmoticky tlak skute¢né klesal, posledni primérnd hodnota ptidavku 10% LDL vSak oproti
t¢ s pridavkem 9% LDL opét stoupl. Lze tedy fici, Ze tendence osmotického tlaku
s ptidavkem LDL je skute¢né klesajici, nelze vSak jednoznacné hovotit o poklesu linedrniho
charakteru — viz tabulka 10.

U Bioxcellu s LDL ptidavkem byly béhem méfeni v prabéhu 72 hodin zaznamenany
primé&mé zmény hodnoty pH Vv rozmezi od 6,73 — 6,79. Nejmensi vykyv byl zméfen u 8%
piidavku LDL - stalost, urena smérodatnou odchylkou, nabyla hodnoty 0,03 -
viz tabulka 11. Ve srovnani s Triladylem jsou tyto hodnoty témét o Ctvrtinu nizsi, tudiz
by kombinace Bioxcellu a LDL — cholesterolu byla pro spermie mnohem ptiznivéjsi. Nejnizsi
zména osmotického tlaku byla oproti ocekavani zaznamenana u 4% ptidavku LDL.

AndroMed jako jediné fedidlo dosahlo nejnizsich zmén hodnot pH i osmotického tlaku
ze vSech méfenych vzorkd fedidel — konkrétné v 4% piidavku LDL — cholesterolu, jak Ize
pozorovat v tabulce 12.

Hodnoty Bioxcellu a AndroMedu nelze vsak sZzadnym piedchozim pokusem srovnat,
protoze zmény ukazateld nebyly v zadné literature doposud hodnoceny.

AndroMed a Bioxcell, fedidla zaloZzena na jiné bazi neZ jsou fedidla zloutkova, tedy
na bazi sdjového lecitinu, dosahly lepsich vysledkt po piidani LDL — cholesterolu. Konkrétné
ve stabilit¢ pH a osmotického tlaku oproti vySe zminovanému Triladylu. V fedidlech
AndroMed a Bioxcell, v nichz sojovy lecitin tvofi ochrannou vrstvu kolem bunky, pridavek
LDL ptedstavoval stabilizaci ndmi métfenych hodnot, proto nedochéazelo k takovym vykyvim
jako u Triladylu.

Otazkou vsak ziistava, jak velkd zména hodnoty pH ovlivni pfezitelnost spermii v fedidle
at’ uz s ptidavkem LDL — cholesterolu nebo bez néj. Zatim se nevi, o kolik je zména hodnoty

pH, naptiklad v rozsahu 0,1, pro spermie zasadni. Hodnoceni procentualni ptezitelnosti
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spermii o men$i zméné hodnoty pH v fedidle, mize byt do budoucna piredmétem jiného

experimentalnino pokusu.
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7. Z.avér

Z pokusu vyplyva, ze fedidlo Triladyl s LDL — cholesterolem ptili§ vhodné k dlouhodobé
konzervaci spermatu, vzhledem kviili vysoké zméné hodnoty pH v ¢ase. Redidlo s pfidavkem
8 a 7% LDL je ztohoto pohledu vhodné ke kratkodobé, maximalné vSak dvouhodinové,
konzervaci by¢iho semene.

Hodnota osmotického tlaku v pribéhu ¢asu byla u Triladylu s riznou koncentraci LDL
pomérné vyrovnana a je tedy ziejmé, ze hodnoty pH a osmotického tlaku jsou na sobé&
vicemén¢ nezavislé.

Redidlo Bioxcell vnasem experimentu vyslo se svymi hodnotami pH jako nejlepsi
k dlouhodobému skladovani semene, kdy se po tfech dnech stabilizovala hodnota pH.
Vyjimkou jsou fedidla s8 a 2 % LDL, kde dochazelo k velkym vykyvim hodnoty pH.
Bioxcell s 8 a 2% LDL jsou tak nejméné spolehlivymi zastupci tohoto fedidla, a proto by bylo
vhodné pro toto fedidlo zvolit spiSe piidavky s 6% LDL nebo 4% LDL.

Nejveétsi zmeény osmotického tlaku byly naméteny u fedidla Bioxcell s 8% LDL a zaroven,
vecelku paradoxné, nejvetsi stability osmotického tlaku doséhlo fedidlo s 2% LDL spole¢né
se 4% LDL. U fedidla se 6% LDL a kontrolniho vzorku probihaly zmény hodnot osmotického
tlaku shodnég, ale v jinych rozmezich hodnot, piesto 1ze vzorek se 6% LDL zatadit mezi méné
stabilni. Jako nejvhodné&jsi koncentraci piidavku LDL do fedidla Bioxcell 1ze tedy doporucit
4%.

Celkové nejmenSimi zménami hodnoty pH proslo fedidlo AndroMed se 4 a 2% ptidavku
LDL — cholesterolu. Tyto koncentrace LDL zlepSily stabilitu hodnoty pH oproti Cistému
fedidlu. Proto byly vyhodnoceny jako nejvhodnéjsi ke kratkodobé i dlouhodobé konzervaci
byc¢iho semene. Naopak 8 a 6% ptidavek LDL uplné propadl. Velmi nestabilni hodnoty pH
dokézaly, Ze tyto koncentrace by nebyly vhodné pro konzervaci.

Nejméné se ménici hodnoty osmotického tlaku byly naméfeny u AndroMedu s 8 a 4%
LDL. Ostatni koncentrace LDL prochdzely zménami osmotického tlaku, ne zvlast
vyznamnymi. Z hlediska obou sledovanych ukazateli se tedy jako nejvhodnéjsi jevi 4%

ptidavek LDL do fedidla AndroMed.
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Priloha

Tabulka 2 — Vypocet koncentrace LDL

(J:r'l'%d%’]'l) ml LDL (\'fl‘i‘gi:]'l) ml LDL '(A‘\;‘Slr%'vr:fl‘; ml LDL
10% 0.15 8% 0.12 8% 0.12
9% 0.135 6% 0.09 6% 0.09
8% 0.12 4% 0.06 4% 0.06
7% 0.105 2% 0.03 2% 0.03
6% 0.09 - - - -
- Celkem 0.6 - Celkem 0.3 - Celkem 0.3
Tabulka 3 — Naméiené hodnoty pH Triladylu s LDL
Triladyl
Velic¢ina pH
Cas testu (hod.) 0 2 24 48 72
+10% LDL 6,56 6,6 6,73 6,73 6,78
+9%LDL 6,56 6,58 6,72 6,77 6,8
+8% LDL 6,56 6,56 - 6,78 6,78
+ 7% LDL 6,55 6,55 - 6,78 6,77
+6% LDL 6,56 6,58 - 6,75 6,77
K - Kontrola 6,58 6,58 6,7 6,72 6,73
Tabulka 4 — Naméfené hodnoty pH Bioxcellu s LDL
Bioxcell
Velic¢ina pH
Cas testu (hod.) 0 2 24 48 72
+8% LDL 6,7 6,71 6,74 6,74 6,77
+6% LDL 6,74 6,75 6,81 6,81 6,82
+4% LDL 6,73 6,74 - 6,81 6,82
+2% LDL 6,71 6,74 - 6,82 6,82
K - Kontrola 6,75 6,75 6,81 6,81 6,81




Tabulka 5 — Naméiené hodnoty pH AndroMedu s LDL

AndroMed
Veli¢ina pH
Cas testu (hod.) 0 2 24 48 72
+8% LDL 6,58 6,54 6,69 6,67 6,69
+6%LDL 6,61 6,58 6,73 6,7 6,7
+4% LDL 6,64 6,64 - 6,7 6,71
+2% LDL 6,63 6,63 - 6,7 6,7
K - Kontrola 6,63 6,63 6,7 6,7 6,7
Tabulka 6 — Namétené hodnoty osmotického tlaku Triladylu s LDL
Triladyl
Veli¢ina Osmoticky tlak [mOsm/kg]|
Cas testu (hod.) 0 24 48 72
+10% LDL 1320 1316 1318 1333
+9%LDL 1328 1306 1313 1328
+8% LDL 1322 - 1314 1330
+7% LDL 1346 - 1352 1340
+6% LDL 1475 - 1501 1507
K - Kontrola 1565 1548 1518 1523
Tabulka 7 — Naméfené hodnoty osmotického tlaku Bioxcellu s LDL
Bioxcell
Veli¢ina Osmoticky tlak [mOsm/kg]

Cas testu (hod.) 0 24 48 72
+8% LDL 1364 1334 1369 1342
+6%LDL 1516 1483 1495 1508
+4% LDL 1524 - 1515 1512
+2% LDL 1527 - 1521 1512

K - Kontrola 1580 1546 1546 1557




Tabulka 8 — Naméiené hodnoty pH Bioxcellu s LDL

Triladyl
Velic¢ina Osmoticky tlak [mOsm/kg]

Cas testu (hod.) 0 24 48 72
+8% LDL 1257 1268 1259 1248
+6%LDL 1411 1373 1392 1392
+ 4% LDL 1417 - 1420 1411
+2% LDL 1446 - 1416 1422

K - Kontrola 1456 1429 1452 1463




Tabulka 9 — Udaje o bycich

(I)Ddai:g:l Registr byka Plemeno nlzf;z:ﬁ [1\1]12(.] Dvojskok AIE};;/]ita [E)léitr?"ltr%] Mn[ogs]wi
30.10.2012 NEO 178 Holstein 3.9.2010 25 A 90 1,3 9,3
8.11.2012 NEO 141 Holstein 16.6.2010 30 A 85 1,3 111
13.11.2012 NEO 178 Holstein 3.9.2010 25 A 90 1,8 11,8
16.11.2012 ZAA 729 Aberdeen Angus 1.4.2008 55 A 85 1,3 8,5
20.11.2012 NEO 141 Holstein 16.6.2010 30 A 90 1,3 10,1
23.11.2012 ZGA 400 Galloway 6.3.2009 42 A 80 0,9 6,2
27.11.2012 NEO 141 Holstein 16.6.2010 30 A 90 0,9 10,8
30.11.2012 NEO 178 Holstein 3.9.2010 25 A 90 1,4 10,4




Tabulka 10 — Statistické vyhodnoceni zmén pH a osmotického tlaku v Triladylu

TRILADYL
Smérodatna Pramérny Smérodatni
Primérné pH odchylka pH osmoticky t}llak odchylka
y P otexry osmotického tlaku
+10% LDL 6,68 0,095 1322 8
+9% LDL 6,69 0,110 1319 11
+8% LDL 6,67 0,110 1321
+7% LDL 6,66 0,113 1347
+6% LDL 6,67 0,096 1493 14
K - kontrola 6,66 0,076 1539 22
Tabulka 11 — Statistické vyhodnoceni zmén pH a osmotického tlaku v Bioxcellu
BIOXCELL
« . oy Smérodatna
pramermepn | Snoredned | primtnd oy
y P y osmotického tlaku
+ 8% LDL 6,73 0,03 1352 17
+6% LDL 6,79 0,04 1501 15
+ 4% LDL 6,78 0,04 1518
+2% LDL 6,77 0,05 1521
K - kontrola 6,79 0,03 1557 16
Tabulka 12 — Statistické vyhodnoceni zmén pH a osmotického tlaku v AndroMedu
ANDROMED
« . o N, Smérodatna
primérné pH | b T OR | osmoticky dak | odcylka
y P y osmotického tlaku
+8% LDL 6,63 0,07 1258 8
+6% LDL 6,66 0,07 1392 16
+ 4% LDL 6,67 0,03 1417 4
+ 2% LDL 6,67 0,04 1429 13
K - kontrola 6,67 0,04 1450 15




Zména pH v zavislosti na ¢ase pro Triladyl
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Graf 1 — Zména pH v zavislosti na ¢ase pro Triladyl.

Zména pH v zavislosti na ¢ase pro Bioxcell
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Graf 2 — Zména pH v zavislosti na ¢ase pro Bioxcell.
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Graf 3 — Zména pH v zavislosti na ¢ase pro AndroMed.
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Graf 4 — Zména osmotického tlaku v zavislosti na ¢ase pro Triladyl.
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Graf 5 — Zména osmotického tlaku v zavisloti na ¢ase pro Bioxcell.
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Graf 6 — Zména osmotického tlaku v zavislosti na ¢ase pro AndroMed.
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