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1 UvVOoD

Plodnost dojnic nedosahuje ekonomicky optimalnich hodnot. Tento trend je patrny
ve vSech chovatelsky vyspélych zemich a dokumentuji jej také vysledky kontroly mlécné
uzitkovosti v Ceské republice. V soudasné dobé se hledaji cesty, kterymi by se dal tento
ekonomicky nepfiznivy trend zvratit.

Problematika plodnosti skotu v poslednich letech byla a kontinualné je intenzivné
studovana na strané plemenic a vlivi, které na jejich reprodukcni vysledky pusobi. Vysledek
reprodukce dojnic nicméné€ ovliviiuje itzv. sam¢i komponenta, kterd je reprezentovana
oplozovaci schopnosti ejakulatu byka.

Nejrozsitenéjsi biotechnologickou metodou u skotu je uméla inseminace, vyuzivana
pro zlepSeni parametri reprodukce a zajisténi genetického zisku. Genetického zisku
je dosahovano pomoci inseminaci, a to zejména prostiednictvim zmrazeného ejakulatu byku.
V soucasné dobé€ jsou v inseminacni praxi pouzivany razné metodické postupy konzervace
byciho spermatu a dlouhodobého uchovavani byc¢iho spermatu v tekutém dusiku vcetné jejich
zavedeni do Siroké praxe. Soustavné zvySovani intenzity zapousténi a vysledkt zabfezavani
jak u krav, tak u jalovic, vedlo k trvalému vzestupu poctu narozenych telat a k celkovému
zintenzivnéni efektu reprodukce. Inseminace v tomto sméru sehrala nezastupitelnou roli
pfi stupniovani produkce a zvySovani rentability chovu skotu.

V priabéhu zpracovani ejakulatu bykd, zejména pak pii procesu mrazeni
a rozmrazovani, dochazi ke snizovani zivotaschopnosti spermii o 40 — 50 %. Kazda etapa
zpracovani ejakulatu od jeho odbéru pies produkci, konzervaci a uziti inseminacnich davek
(fedéni, plnéni do pejet, zchlazovani, ekvilibrace, mrazeni, uloZzeni a manipulace s davkami,
vCetné jejich rozmrazeni) je velmi dulezita a ovliviluje vyslednou oplozovaci schopnost
spermii v inseminacni davce. PoSkozeni spermii zpusobené kryokonzervaci muze byt
minimalizovdno a vyrazné snizeno optimalizaci procesu fedéni s piidavkem vhodného
kryoprotektantu do fedidel ejakulatu byka, které vzajemné pusobi s ejakulatem a poskytuje
tak ochranu spermii béhem procesu jejich chlazeni, mrazeni a rozmrazovani.

Udrzeni oplozovaci schopnosti ejakulatu v prabéhu dlouhého a naro¢ného procesu
jeho zpracovani, fedéni a mrazeni, pfi vyrob€ inseminacni davky ¢i po jejim rozmrazeni
zajistuje vyssi uroven zabiezavani dojnic, snizuje spotiebu inseminacnich davek, zkracuje
délku mezidobi a celkové zlepSuje ekonomickou efektivitu reprodukce a tim 1 vyssi rentabilitu
chovu hospodarskych zvifat. Zachovani zakladnich schopnosti spermii béhem dlouhého

a naro¢ného procesu produkce inseminacnich davek muze zajistit vy$s$i miru zabfezavani



plemenic. Hlavnim cilem je dosahnout miry zabfezdvani se zmrazenym spermatem,
ktera je podobna jako u Cerstvého spermatu nebo piimo v ramci pfirozené plemenitby. Proces
kryokonzervace obecné snizuje zivotaschopnost spermatu a poskozuje vSechny struktury
spermii, ¢imz zhorSuje schopnost oplodnéni. Béhem vyroby inseminacnich davek je funkcni
stav spermii ovlivnén mnoha faktory, jako je pH, osmoticky tlak a stres spojeny se zménami
teploty prostiedi. Tyto stresové faktory zpuasobuji produkci reaktivnich forem kysliku
a peroxidaci lipida bunééné membrany, coz nepiiznivé ovliviiuje spermie. Eliminace téchto
negativnich jeva se dosahuje pfidanim vhodnych kryoprotektantd do fedidla byc¢iho semene,
jeho interakci s individualitou bykua. fizenym procesem chlazeni a pfi pouziti optimalni
teplotni mrazici kiivky.

V soucasné dobé je k dispozici Siroka Skala dostupnych fedidel byciho spermatu
rizného slozeni. Nejbéznéjsi jsou fedidla zalozena na bazi vajeCného Zloutku, zatimco
relativné nové vyvinuta fedidla se skladaji vyhradn& z rostlinnych slozek. Redidla na bazi
rostlinného pavodu by méla poskytovat srovnatelnou kvalitu zmrazenych inseminacnich
davek a zaroven vymytit mozné nevyhody fedidel na bazi vajecného zloutku, jako je pfenos
chorob, mikrobialni riziko a potize se standardizaci. Existence fedidla s takovymi vlastnostmi
by poskytla cenny pfispévek oboru umélé inseminace. Pretrvavaji vSak obavy ze sniZené
oplozovaci schopnosti, kdyz se pfi kryokonzervaci byciho semene pouzivaji fedidla
na rostlinné bazi. Zatimco nékteré studie potvrdily srovnatelnou kvalitu nebo miru oplozovaci
schopnosti inseminac¢nich davek nafedénych v fedidlech bez vajecného zloutku.
Jind pozorovani uvadéji vynikajici vysledky v zachovani aktivnich schopnosti spermii
a v oplodiiovacim potencidlu inseminacnich davek natfedénych fedidly na bazi vajecného

Zloutku.



2 LITERARNi PREHLED

2.1 Soucasna situace v reprodukci skotu

Plodnost skotu je po mlécné uzitkovosti nejvyznamnéjsi uzitkovou vlastnosti.
Zaidealni se povazuje ziskani jednoho zdravého telete od kravy za rok. Dobré plodnosti
odpovidaji u krav délka inseminacniho intervalu do 75 dnu, bfezost po prvni inseminaci
nad 50 %, inseminacni index do 1,5, délka servis periody do 100 dni a délka mezidobi
do 385 dnu. Pii vysoké uzitkovosti lze tolerovat prodlouzeni mezidobi na 400 dnd spolu
s adekvatnim prodlouzenim inseminacniho intervalu a servis periody.

V poslednich letech se dle Syricka a kol. (2022) pocet inseminovanych plemenic
vyrazné¢ neménil. Hodnoty jsou zéavislé na poctech chovaného skotu a jeho vyrobnim
zaméfeni. Od r. 2010, kdy se potet provedenych prvnich inseminaci skotu za rok v Ceské
republice snizil pod 500 tis. (k poklesu poctu inseminaci pod 800, 700 a 600 tis. prvnich
inseminaci doslo v letech 1997, 1999 a 2003), je tento ukazatel pomérné stabilni a pohybuje
se okolo urovné 500 tis. provedenych prvnich inseminaci ¢i v poslednich 5 letech tésné
pod touto hodnotou. V roce 2021 bylo inseminovano na prvni inseminaci 490 tis. plemenic
(339 tis krav a 151 tis. jalovic) s celkovym poctem 458 tis. zabfezlych plemenic po vSech
inseminacich (311 tis. krav a 146 tis. jalovic). V ramci vyrobniho zaméfeni bylo 93,3 %
prvnich inseminaci provedeno u plemenic s mléénou a kombinovanou uzitkovosti a 6,7 %
u plemenic s masnou uzitkovosti. V ramci plemenné skladby pak bylo zji§téno % zabtezavani
po prvni inseminaci u plemene holstynského skotu ve vysi 45,3 % (38,6 % u krav a 59,4 %
u jalovic), u plemene Ceského strakatého skotu ve vysi 50,2 % (45,3 % u krav a 59,5 %
u jalovic) a u masnych a ostatnich plemen skotu ve vysi 68,3 % (58,7 % u krav a 68,3 %
u jalovic).

Délka reprodukénich ukazateld spojenych s datem porodu v Ceské republice byla
dlouhodobé na ekonomicky neuspokojivych hodnotach. V poslednich letech vsak jejich
hodnoty postupné klesaly. Ekonomicky velmi dulezity ukazatel mezidobi by jesté v roce 2017
na urovni 401 dni a v nasleduyjicich letech klesl pod tuto hodnotu s vysledkem 394 dni v roce
2021 (Syrucek a kol., 2022). Ekonomickou ztratu prodlouzeni mezidobi nad optimalni délku
o 1 den, resp. o 1 pohlavni cyklus lze v soucasné dobeé odhadnout u dojnic na 200 az 300 K¢,

resp. na 4 000 az 6 000 K¢.



2.2 Plodnost byka

Plodnost je zakladni biologicka a uzitkova vlastnost skotu. Rozhodujicim zptisobem
ovliviiuje ob& hlavni uzitkové vlastnosti skotu. Plodnosti rozumime schopnost produkovat
zivotaschopné potomstvo. Realizuje se produkci pohlavnich bunék, oplozenim vajicka
a porodem telete (Louda a kol., 2008).

Plodnost je komplexni vlastnost ovliviiovana mnoha faktory, jako je genetika,
epigenetika, faktory zivotniho prostfedi a epistaze; ve vysledku je to ale nizce vlastnost
s nizkou dédi¢nosti (Blaschek a kol., 2011; Collins a kol., 1962). Ackoli vétSinou genetické
faktory ovliviiuji plodnost, faktory prostredi, jako je klima, vyziva a management chovu maji
vyznamny vliv na fyziologii byka a tim 1 na plodnost. Mezi tyto faktory patii naptiklad
extrémni klimatické vykyvy, dlouhd doba pfepravy nebo nevybalancovand krmna davka
(Parisi a kol., 2014). Prekonavani problému v oblasti zivotniho prostiedi (vyziva, klima
a management chovu) je rozhodujici pro maximalizaci reproduk¢énich parametrii a genetické
zlepseni (Barth a kol., 2008). Klima (teplo, chlad, vitr, vlhkost) mize mit vliv na pocet
spermii, morfologii, fyziologii a dal§i. Vyznamné rozdily v plodnosti existuji 1 mezi byky
produkujici spermie s normalni pohyblivosti, morfologii a koncentraci. Optimalni teplota
pro produkci spermii je mezi 5 a 15 °C (Fuerst-Waltl a kol., 2006).

Vzhledem k tomu, Ze se na plodnosti podileji komplikované, raznorodé a citlivé
faktory, pretrvava nizka plodnost nebo neplodnost (Parisi a kol., 2014).

SniZeni plodnosti mize nastat v dasledku zmén teploty v prubéhu mrazeni, ptsobeni
osmotického a toxického stresu kvuli pridavku kryoprotektantu a formovani ledovych

krystali (Papa a kol., 2015).

2.3 Anatomie a fyziologie pohlavni soustavy byka

Reprodukce patii mezi znaky, které jsou ovlivnény jak genetickymi vlivy, tak také
vlivy okolniho prostiedi (Bezdicek a Louda, 2015).

Reprodukéni funkce samct zahrnuje tvorbu spermii a jejich dopravu do samicich
pohlavnich organti. Spermie jsou tvofeny v semenotvornych kanalcich varlat a potom jsou
transportovany pies sit’ kanalkd varlete do nadvarlete. Zde jsou uloZeny a dozravaji. Produkce
spermii se od pocatku jejiho vzniku po dosazeni pohlavni dospélosti stava neptetrzitym
procesem. Cinnost samé& pohlavni soustavy je fizena hormony a autonomnim nervovym

systémem (Reece, 2011).



Funkce pohlavnich organu samcu zalezi pifedevsim v tvorbé samcich pohlavnich bunék,
spermii, a v jejich vpraveni do pohlavnich cest samice. K sam¢im pohlavnim organum patii
varlata, nadvarlata, chamovody, pfidatné zlazy pohlavni a pyj jako pafici organ. Parova varlata

s nadvarlaty jsou ulozena v Sourku, pyj v pfedkozce (Komarek, 1964).

2.3.1 Varlata

Varle (testis) je parova samci pohlavni zlaza, ktera vytvari spermie a samci pohlavni
hormon testosteron. U naSich druhtt domacich zvifat ma wvarle zhruba vejCity tvar
a je u pfezvykavcu postaveno v Sourku svou dlouhou osou svisle (Komarek, 1964).

Ackoliv existuji mezidruhové rozdily ve velikosti, tvaru a umisténi varlat, maji varlata
vSech druhti podobnou strukturu. Spermie se tvoii ve stoCenych semenotvornych kanalcich,
coz je hlavni a nejvétsi soucast parenchymu varlat. Varlata jsou obklopena vazivovym obalem,
ktery se nazyva bé€lava blana (tunica albuginea). Z ni vychazeji do nitra parenchymu septa neboli
vazivové prepazky rozdélujici parenchym na mensi useky a zajist'ujici ochranu a integritu
parenchymatozni tkané (Reece, 2011).

Na svém povrchu je kryto tenkou serézni blankou pobiisnice, pod niz lezi tuha blana
z fibrozniho vaziva (tunica albuginea). Tato blana, tvofici obalové pouzdro kiehkého parenchymu
varlete, vysila dovnitf vazivové tramce, které rozdéluji parenchym na pyramidovité lalacky.
Kazdy lalucek je slozen ze dvou az tii stoCenych semenotvorych kanalku. Tyto slepé zacinajici
kanalky jsou velmi jemné trubi¢ky a jsou sloZeny v cetné klicky. Prostory mezi klickami jsou
vyplnény fidkym vmezefenym vazivem, obsahyjicim zvlastni polygonalni Leydigovy bunky
(Komarek, 1964).

Mimo rizna vyvojova stadia spermii jsou ve varleti 1 dalsi dva dalezité typy bunék,
a to podpurné Sertoliho burky a intersticialni Leydigovy buriky (Reece, 2011).

Leydigovy buriky se podileji na tvorbé samciho pohlavniho hormonu (Komarek, 1964).

Sertoliho bunky poskytuji ,,opatrovnickou péci" (ochranu a vyzivu) vyvijejicim se
spermiim. Vybézky Sertoliho buné€k obklopuji spermatidy a spermatocyty a zajistuji intimni
kontakt mezi vSemi vyvojovymi stadii spermii. Z tohoto hlediska se oznacuji jako bunky
podpurné. Sertoliho buriky maji zakladnu na periferii semenotvornych kanalka a dosahuji jejich
lumen. Tésné bazalni spojeni se sousednimi buitkami vytvari tzv. krevni bariéru, ktera kontroluje
prostiedi uvniti kanalku a zabraiuje spermiim vstupovat do intersticia (Reece, 2011).

Sertoliho bunky rozdéluji semenotvorné kanalky na dvé casti. Na vnéjsi bazalni Cast
umoznujici kontakt s intersticialni tekutinou a poskytujici prostor pro zarodecné epitelové bunky
— tzv. bazalni kompartment a na vnitini cast, ve které jsou prostory mezi Sertoliho bunkami,

komunikujici centralné s lumen kanalku — tzv. adluminalni kompartment.
9



D¢éleni zarode¢nych epitelovych bunék (spermatogonii) v bazalni casti kanalku zajistuje
obménu a produkci dalSich bun€k, které musi projit pies spoje Sertoliho bunek, aby mohly
postoupit k lumen kanalku. Pfitom dochazi k dalsimu meiotickému déleni a k vyvoji konecné
podoby spermii. Sertoliho buiiky tvofi dale sekret, ktery zajistuje vyzivu vyvijejicich se spermii

(Reece, 2011).

2.3.2 Nadvarlata

Nadvarle (epididymis) tvori kyjovity utvar piipojeny vazem k varleti (Komarek, 1964).
Nadvarle shromazd’uje a uklada do zasoby spermie. Tvoii jej odvodné kanalky z varlete,
které vyustuji do vyvodu nadvarlete. Nadvarle zacina na té Casti varlete, kde do ného vstupuji
cévy a nervy. Tato Cast se nazyva hlava nadvarlete. DalSimi ¢astmi jsou télo a ocas nadvarlete.
Do hlavy nadvarlete se dostavaji spermie a varletni tekutina vyvodnymi kanalky z varletni sité
(rete testis) (Reece, 2011).

Hlavu nadvarlete tvoii 15 az 20 vyvodnych kanalka varlete, vystupwjicich z varletni siné
a opoustéjicich varle na jednom jeho polu. Tyto kanalky se postupné slévaji do spole¢ného
nadvarletniho vyvodu, ktery, slozen v cetné klicky, vytvari télo a ocas nadvarlete (Komarek,
1964).

Rozvinuty nadvarletni vyvod méfi u hospodarskych zvirat asi 50 m (Gamcik a Kozumplik,
1984).

Spermie jsou dopravovany do nadvarlete proudem tekutiny ze semenotvornych kanalku.
V nadvarleti spermie dozravaji a ziskavaji schopnost pohybu. V hlavé nadvarlete dochazi
ke znacné resorpci tekutiny ze semenotvornych kanalku (Reece, 2011).

Celym nadvarletem projdou spermie minimalné za 8 az 11 dni (Gamcik a Kozumplik,

1984).

2.3.3 Chamovody

Chamovod (vas deferens ¢i ductus deferens) je pokracovanim vyvodného systému z ocasu
nadvarlete do panevniho tiseku mocové trubice (Reece, 2011).

Je tlustosténna parova trubice tvofena sliznici, svalovinou a serézou (Gamcik
a Kozumplik, 1984).

Sliznice chamovodu je vystlana cylindrickym epitelem a v koncové, ampulovite rozsirené
Casti obsahuje Cetné tubulozni zlazy. Podstatnou slozkou stény chamovodu je silna, kruhove
a podélné¢ usporadana hladka svalovina, jejimiz peristaltickymi stahy jsou pii ejakulaci

vstiikovany spermie do mocové roury (Komarek, 1964).
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Jakmile chamovod opusti nadvarle a sméfuje do dutiny bfisni, je spolu s varletni tepnou,
zilou, nervem, lymfatickymi cévami a svalem vnitinim zdvihacem varlete (musculus cremaster
internus) obalen utrobnim listem poSevniho obalu (tunica vaginalis propria). Tento cely utvar
se nazyva semenny provazec. Utrobni list podevniho obalu obklopuje rovnéz varlata a epididymis.
Vznika vychlipenim pobfisnice pii sestupu varlat do Sourku. Po prichodu semenného provazce
vnitinim a vnéj$im prstencem tfiselného kanalu se od ného oddeli chamovod a vstoupi do panevni
casti uretry (Reece, 2011).

U prezvykavcu se chamovod v konetné c¢asti ponékud rozsifi v ampuli chamovodu
(ampulla ductus deferens), jejiz zlaznata Cast vyluCuje sekret pusobici pfizniveé na spermie, které

se sem posunuji v dobé pohlavniho vzruseni plemenikt (Gamcik a Kozumplik, 1984).

2.3.4 Pridatné pohlavni zlazy

Pridatné pohlavni Zlazy jsou uloZeny v panevni oblasti u mocové trubice. Jejich sekrety
tvoii semennou plazmu. Rizeni sekrece je vazano na hormonalni aktivitu parenchymu varlat
a produkeci testosteronu, vymeSovani pak na dobu ejakulace (Véznik, 2004).

Na tvorbé chamu cili ejakulatu se kromé spermii podileji jesté vymeésky zvlastnich
piidatnych pohlavnich zlaz. Sekrety téchto zlaz upravuji spermiim optimalni prostiedi béhem
jejich prachodu mocovou rourou, a hlavné pak v pochvé (Komarek, 1964).

Pridatné pohlavni zlazy (glandulae genitales accessoriae) produkuji sekrety, které jsou
vyluCovany do panevni casti mocové trubice v blizkosti ulozeni téchto zlaz. K pfidatnym
pohlavnim zlazam patii ampule chamovodu, méchyikovité Zlazy, prostata a bulbouretralni zlazy
(Cowperovy Zlazy) (Reece, 2011).

Ampule chamovodu vznika rozSifenim koncové casti chamovodu. Jeji sekret
je vyprazdnovan do lumen chamovodu (Reece, 2011).

Piedstojna zlaza (prostata) lezi na krcku mocového méchyte, ma laltckovitou stavbu.
Jeji tidky, mlékovity vymések ma typicky pach po sperminu a svou alkalickou reakci neutralizuje
prostiedi v pochvé (Komarek, 1964).

U byka je tato zlaza tvofena neparovym pomémé malym utvarem a diseminovanou
zlaznatou strukturou podél mocové trubice, kam usti Cetnymi vyvody. Na celkovém objemu
ejakulatu se sekret prostaty podili riznou velikosti u byka v rozsahu 4 az 6 % (Véznik, 2004).

Meéchytkovité zlazy jsou parove zlazy, které Gsti do panevni casti mocové trubice spolu
s chamovody. Cetné vyvody této Zlazy Gsti piimo do uretry (Reece, 2011).

Lezi na dorzalni plose mocového méchyie, lateralné od ampule chamovodu.
U prezvykavcu maji kompaktni, lali¢kovitou strukturu a nepravidelny tvar (Gamcik a Kozumplik,

1984). Bulbouretralni zlazy (Cowperovy) jsou dvé zlazy rozdilné velikosti a tvaru podle druhové
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prislusnosti a usti obyc¢ejné dvéma vyvody do mocové roury. Jejich hlenovity sekret, odchazejici
na pocatku ejakulace, ¢ini mocovou rouru vazkou a neutralizuje jeji kyselou reakci (Komarek,
1964).

Parové bulbouretralni Zlazy jsou uloZeny nejkaudalné€ji ze vSech piidatnych pohlavnich
zlaz. Pii ejakulaci se sekrety pridatnych pohlavnich zlaz, oznacované jako semenna plazma, smisi
se spermiemi a tekutinou nadvarlete a vytvaii se semeno (Reece, 2011).

Semenna plazma vytvaii v sami¢im pohlavnim ustroji vhodné prostiedi pro preziti
spermii. Je bohata na elektrolyty, fruktozu, kyselinu askorbovou a dalsi vitaminy. I kdyz mize
dojit k oplozeni spermiemi, které se nesetkaly se semennou plazmou, maji spermie v semenné
plazmé vétsi oplozovaci potencial (Reece, 2011).

V semenné plazmé je pfitomno nékolik prostaglandini. Ma se za to, Ze pomahaji oplozeni
dvéma zpusoby:

1) prostaglandiny reaguji s hlenem sliznice délozniho krc¢ku a upravuji jej pro pruchod
spermii a

2) nékteré z ptitomnych prostaglandini zpusobuji zpétné kontrakce hladké svaloviny
aexistuje nazor, ze tim v déloze a vejcovodech napomahaji transportu spermii smeérem
k vaje¢nikim (Reece, 2011).

Dovede vyrovnavat mensi vykyvy pH tak, aby chemicka reakce vyhovovala pozadavkum
spermii. Je zaroven prostfedim, do néhoz spermie vylucuji zplodiny piemény latkové — kyslicnik
uhli¢ity a kyselinu mlé¢nou. Tvoii pfirozenou ochranu spermii a umoziuje jejich pohyb, udrzuje
napéti a rozptylenost. Do urc¢ité miry chrani spermie 1 proti nahlym zménam teploty. Chemické
slozeni semenné plazmy je velmi pestré. Pro inseminaci je dulezity zejména obsah fruktozy

a Jejich stépnych produkti, jako jsou kyselina mlééna, kysli¢nik uhlicity (Kovar a Sobek, 1965).

2.3.5 Pyj

Pyj (penis) je samci kopulacni, tj. pafici organ. Mocovou trubici, ktera je v ném ulozena,
prochazi mo¢ a semeno. Kofen penisu odstupuje pomoci dvou ramen od kaudalni hrany sedaci
kosti. Na kofen navazuje t€lo penisu, které je zakoncCeno zaludem. Hlavni vnitini strukturou
je kavernozni tkan, znaméjsi pod pojmem topofivé téleso pyje. Je to soubor krevnich sinus,
oddélenych listy vazivové tkané (Reece, 2011). ZvétSeni a prodlouzeni penisu pii erekci
je zalozeno bud'to na prekrveni kavernoznich topofivych téles (hfebec, pes), nebo na vyrovnani
esovitého zakfiveni penisu bez jeho vyznamného zbytnéni (pfezvykavci). Rozmanitost tvaru pyje
je téz dana ruznym utvarenim zaludu pyje. U byka je zalud pyje malo vyrazny, pfedni Cast

se oznacuyje jako prilba zaludu (galea glandis) (Véznik, 2004).
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Topofivé téleso je houbovité struktury, obalené tuhou vazivovou blanou. Do §térbin
a dutinek topofivého télesa vyust'uji tepny, které se pii ztoporeni, tj. erekci pyje siln€ naplnuji krvi
(Komarek, 1964).

Byk ma fibroelasticky typ kopula¢niho organu, pievazuje fibroelasticka tkan tramcu.
V dobé erekce dochazi jen k relativné malému zdufeni pohlavniho tdu (Gamcik a Kozumplik,
1984).

U byka je mensi pomér erektilni a pojivovée tkan€. Mocova trubice je ulozena na ventralni
casti t€la penisu. U byka se penis staci v esovitém ohbi, coz dava neztopofenému penisu esovity
tvar. Pti erekci pyje dochazi k natazeni, vyrovnani ohybu (Reece, 2011).

U byka je valcovity a dosahuje pii erekci délky pres jeden metr. V klidu vytvari esovitou
kli¢ku, ktera se pii ztopoieni vyrovnava. Zalud je u byka nevyrazny (Komarek, 1964).

Zalud se oznatuje jako piilba zaludu (galea glandis), ktera naseda na zizeny kréek pyje
(Gamcik a Kozumplik, 1984). Predkozka (preputium) je vchlipena kozni duplikatura, ktera
obklopuje a chrani volnou c¢ast pyje (Reece, 2011). Uvniti je predkozka tvofena sliznici,
ktera obsahuje Cetné mazoveé zlazy, produkujici ostfe zapachajici sekret (smegma).
Pii predkozkovém otvoru piechazi sliznice ve vnéjsi kizi biicha (Komarek, 1964).

Sval vnéjsi zdvihac varlete odstupuje z kaudalnich ¢asti vnitiniho bfisniho Sikmého svalu.
Prochazi tfiselnym kanalem a napojuje se na vnéjsi parietalni vrstvu vlastniho obalu varlete.
Tento sval, zvlasté za chladného pocasi, zatahuje varlata nahoru k vnéjSimu tfiselnému prstenci
(Reece, 2011).

Vnitini zdvihac varlete je slozen z hladko svalovych bunék, obklopuje semenny provazec
a napomaha tak udrzet jeho integritu (Reece, 2011).

Sval stahova¢ mocové trubice (musculus wurethralis) obaluje panevni cast uretry
aje panevnim pokracovanim hladko svalové stény mocového méchyte. Peristalticka Cinnost
tohoto svalu pomaha transportu moci a semene panevni ¢asti mocové trubice (Reece, 2011).

Sval urogenitalniho systému (musculus bulbospongiosus) je pricn€é pruhovany sval,
ktery je pokracovanim musculus urethralis. Vybiha pouze na kratkou vzdalenost podél mocové
trubice penisu. Tento sval navazuje svou CcCinnosti na c¢innost musculus urethralis
pii vyprazdnovani mocove trubice (Reece, 2011).

Svaly napiimovace pyje (musculus ischiocavernosus) jsou parové piicn€ pruhované svaly,
které odstupuji od lateralni strany sedaciho oblouku a upinaji se na t€lo penisu. Kdyz se tyto svaly
smrsti, zatahuji penis nahoru ke spodiné panevni. U penisu je vétSina zil ulozenych na dorzalni
strané penisu tlakem uzaviena, coz napomaha ztopotfeni (Reece, 2011).

Zatahovac pyje (musculus retractor penis) je parovy hladky sval. Jeho dvé Casti odstupuji

ze zavésnych vazi koneéniku, pokracuji dopfedu a upinaji se na télo penisu. Po jejich spojeni
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na spodni strané penisu pokracuji dopfedu k zaludu. Tento sval zatahuje ochably penis

do predkozky (Reece, 2011).

2.3.6 Sourek

Jedna se o kozni vak, ve kterém jsou uloZena varlata (Reece, 2011). Sourek (scrotum)
u byka lezi v krajing stydké. U piezvykavcu je Sourek dlouhy, visi hloubé&ji a je pii bazi zaSkrcen.
Predstavuje v podstaté vychlipeninu stény bfisni a ma tedy podobnou stavbu. Na povrchu Sourku
je kuze porostla jemnymi chlupy (Komarek, 1964).

Pod kuzi Sourku je vrstva bunék hladké svaloviny (tunica dartos), ktera se pii poklesu
teploty kontrahuje a pfidrzi varlata blize k bfisni sténé (Reece, 2011).

Pro své kontraktilni schopnosti muze vrstva bunék hladké svaloviny (tunica dartos)
reagovat na zmeény teploty prostiedi. V chladném pocasi se smrstuje, svrastuje kuzi Sourku
azmenSuje tim jeho odpafovaci plochu. Naopak v teplejsSim prostiedi ochabuje,
¢imz se odpafovaci plocha Sourku zvétSuje. Je to mechanismus, ktery udrzuje vnitini teplotu
Sourku o0 3 — 4 °C nizsi nez v konecniku. Tato teplota je totiz optimalni pro spravny vyvoj spermii
ve varleti (Komarek, 1964).

Sourek je vystlan blanou, nazvanou vnitini povazka varlete, k niz zevnitf pfirGista nasténny
list posevniho obalu. Je to serézni blanka wvznikajici vychlipenim ttrobni pobfisnice.

Tato pobiisnice se vychlipi do Sourku pii sestupu varlat (Reece, 2011).

2.4 Ejakulat

Hodnoty ejakulatu u byka: dle Kovare a Sobka, (1965)
Barva mlécné bila

Konzistence smetanove zrnita

Objem v ml primérné 4

Koncentrace spermii miliona / ml 1000

Specificka hmotnost g / ml 1,033

pH 6.8

Ejakulat (sperma) neboli semeno je bélava a viskozni tekutina sloZzena z casti bunécné,
tj. spermii a z Casti tekuté, tj. semenné plazmy (Louda, 2001). Sperma je smés vymeésku zlaz

a organu, které se ucastni tvorby samcich pohlavnich bunék a ejakulace. Sklada se v podstaté
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ze dvou hlavnich soucasti, tj. ze semenné plazmy a ze spermii. Obsahuje 90 az 98 % vody
(Kovar a Sobek, 1965).

Chemické slozeni spermatu je charakterizovano tim, ze hlavni soucasti je bilkovinny dusik
a lipoidy. Z dalSich latek je ve spermatu pomémé znatné mnozstvi cukru, drasliku, sodiku
a chloru. Obsah kyseliny mlééné kolisa se stafim ejakulatu. Koncentrace vodikovych ionta
se pohybuje u zdravého spermatu ve fyziologickych hranicich 6,2 — 7,8 pH a je do znacné miry
zavisla na druhové pfislusnosti. Zejména ji ovliviiuje mnozstvi sekretu piidatnych Zlaz,
obsazenych v ejakulatu. U plemennych byku je chemicka reakce spermatu slabé kysela v rozmezi
6,5 pH — 6,9 pH. ZvySeni 1 snizeni pH mimo tyto hranice je tfeba vzdy pokladat za patologické
(Kovar a Sobek, 1965).

Z formovanych elementd obsahuje ejakulat kromeé spermii jesté odloupané epitele,
leukocyty aj. Nejvétsi podil ejakulatu tvoti voda (90 az 98 % celkové hmotnosti), z anorganickych
latek obsahuje sodik, draslik, chlor, fosfor, vapnik, siru aj., z organickych latek bilkoviny, tuky,
cukry anékteré fermenty. Chemické slozeni ejakulatu, jeho mnozstvi, koncentrace spermii
ajejich zivotnost jsou zavislé na mnoha Cinitelich, jako je stav vyzivy, stafi, ustajeni, pohyb,
pohlavni vyuzivani samce aj. (Komarek, 1964).

Celkovy objem ejakulatu je dan predevS§im mnozstvim semenné plazmy. Toto mnozstvi
kolisa zejména podle druht hospodaiskych zvifat. Uréité, 1 kdyz podstatné mensi odchylky
v mnozstvi ejakulatu lze pozorovat u jednotlivého plemenika vlivem prostiedi, krmeni, stari
a kvality sexualniho podrazdéni (Kovar a Sobek, 1965).

U byka trva ejakulace velmi kratkou dobu. VétSina ejakulatu jsou sekrety vacka
semennych, sekrety prostaty tvofi jen malou ¢ast. Po celou dobu pohlavniho vzruseni se vylucuji
sekrety uretralnich zlaz. Spermie jsou ejakulovany soucasné s ostatnimi sekrety
(Kovar a Sobek, 1965).

Dobré byc¢i sperma je barvy mlécné, bélavé, v nékterych piipadech Sedobilé, mirné
nazelenalé a v suchém obdobi &asto biloZluté. Zluté je sperma zabarveno karotenem obsaZenym
v krmivu. Spatné sperma nehodici se k inseminaci byva zbarveno silné Zluté, Zlutozelend nebo
zelené, coz byva zpravidla zpusobeno pifimési hnisu, moce nebo zneciSténim mnozstvim
bakterialni flory. Nezadouci je 1 sperma zbarvené naruzovéle nebo Cervené. Pii tomto zabarveni
je podezieni na pohlavni nakazy nebo odérky a poranéni pyje, zptisobné pfili§ tésnou, drsnou nebo
necistou vlozkou v umélé pochvé. Pii zastaralych poranénich vyvodnich cest pohlavnich organu
byva sperma barvy hnédolervené. Ridké sperma, tj. oligospermie byva barvy nasedlé

nebo s namodralym odstinem (Polak, 1961).
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2.4.1 Spermie

Spermie byka se skladaji z hlavicky, stfedni Casti a biciku. Délka spermie je 65 pum,
délka hlavicky spermie byka je pfiblizné 10 pm a Sitka 5 um (Hofirek a kol., 2009).

Hlavicka je rozdélena do Ctyf oblasti: apikalni, pre-ekvatorialni, ekvatorialni a post-
ekvatorialni ¢asti (Guillou a kol., 2013). Zakladem hlavicky je kondenzovana nukleoplazma
kryta jadernou membranou. Na apikalni konec hlavi¢ky naseda akrozom, ktery pokryva témert
polovinu hlavi¢ky spermie. Obsahuje enzymy, které napomahaji praniku spermie pies obaly
vajicka.

Bazalni ¢ast hlavicky, ktera se téz oznacuje jako post nuklearni cepicka, ma vykrojent,
oznacované jako implanta¢ni jamka. Do ni zapada rozsifena ¢ast biCiku, kréek, oznaCovany
jako implanta¢ni talif, tvofeny segmentovanymi chordami. Tato ¢ast vznikd z proximalniho
centriolu. Dalsi ¢ast biCiku tvori spojovaci Cast, hlavni Cast a terminalni ¢ast. Stfedem biciku
probihaji 2 duta vldkna — mikrotubuly, kolem nich se nachéazi prstenec 9 dvojic vlaken
(dublety). Jedno je plné, druhé duté (mikrotubul6zni) a jsou nezbytné pro pohyb spermii
(Hofirek a kol., 2009).

Mezi nejdulezitej§i organely spermie, nachazejici se ve spojovaci casti biciku
s vice bunéénymi funkcemi, patfi mitochondrie. Jejich hlavni funkci je produkce ATP,
vstupuji také do mnoha fyziologickych procest jako je homeostaza kalcia, apoptdza,
metabolismus lipidi a aminokyselin a dalsi (Green a Watson, 2001). Mitochondrie
jsou povazovany za nejdilezitéjsi organely pro hodnoceni kvality spermii, maji vyrazny vliv
na funkce spermie, zmény v mitochondrialni struktufe spermii ovliviiuji motilitu spermie
(Piomboni a kol., 2012) amohou mit vliv na Sanci spermie oplodnit vajicko
(Guillou a kol., 2013).

Cely povrch spermie pokryva dvouvrstevna cytoplazmatickh membrana,
ktera se sklada prevazné z lipidi a proteinti. Hlavicka spermie je obklopena plazmatickou
membranou, kterd je v kontaktu se semennou plazmou. Prevazujicimi lipidy jsou fosfolipidy
a cholesterol (Hofirek a kol., 2009). Pomér cholesterolu a fosfolipidu v cytoplazmatické
membrané spermie je dulezitym determinantem tekutosti a stability bunééné membrany
béhem pusobeni nizkych teplot (Watson, 1981). Cholesterol je hydrofobni latka ve vodé
nerozpustna, ma ale multifunkcni vliv na bunéénou membranu spermie véetné jeji stabilizace,
snizeni propustnosti a dalsi (Crockett, 1998).

Vétsina spermii v ejakulatu nikdy nedosahne vejcovodu. Pouze nékolik desitek

spermii se pfiblizi k vajicku a pouze jedna se nakonec uc¢astni oplozeni. Semeno odebrané pro
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umeélou inseminaci je fedéno, aby byl ziskan vétsi pocet inseminacnich davek. Pocet spermii
pozadovanych pro umélou inseminaci druhové kolisa, ale blizi se 10 milionim u skotu

(Reece, 2011).

2.4.2 Semenna plazma

Semenna plazma obsahuje dekapacitacni faktory, které pravdépodobné Ccastecné
zabranuji kryokapacitaci nebo predcasné kapacitaci spermii. Lipidy jsou zakladni slozkou
ejakulatu, prispivaji k membranové struktufe, metabolismu spermii a jejich schopnosti
kapacitace a oplozeni sami¢i gamety (Therrien a kol., 2013). Cholesterol je vyznamnym
volnym sterolem v ejakulatu bykt (Parks a kol., 1987), vyplavovani cholesterolu z membrany
spermii bykd umoziuje kapacitaci (Ehrenwald a kol., 1988).

Podle Muino-Blanco a kol. (2008) semenna plazma stabilizuje membranu spermii
berana b&hem in vitro zpracovani a ¢astecné zmiriuje poskozeni vyvolané vysokym stupném
fedéni, mrazenim a oxida¢nim stresem. El-Hajj Ghaoui a kol. (2007) zase zjistili, Zze semenna
plazma odvraci poskozeni beranich spermii mrazenych s pfidavkem kryoprotektant
a zlepSuje jejich in vitro a in vivo oplozovaci schopnost (Maxwell a Johnson, 1999).
Oproti tomuto zavéru ucinky semenné plazmy na spermie byk( prokazany nebyly

(Leahy a de Graaf, 2012).

2.4.3 Hodnoceni ejakulatu

Po odbéru ejakulatu od byka se v bézné laboratorni praxi vyuziva vizualniho odhadu
procenta pohyblivych spermii ve vzorku spermatu, aby se zamezilo urcité variabilit¢ dat
(subjektivni chybé€), vyuziva se také hodnoceni pohyblivosti spermii bud fotografickou
analyzou, nebo pocitaem fizenou analyzou spermatu CASA (Graham a Mocé, 2008).
Po odbéru se také hodnoti zivotaschopnost spermii pomoci hypoosmotického testu (HOS —
hypoosmotic swelling test) a v neposledni fadé také podil zivych spermii a % zastoupeni
apoptotickych spermii (Saragusty a kol., 2009).

Proces vyroby ID snizuje motilitu spermii, tudiz pocatecni kvalita ejakulatu
je rozhodujici pro vyslednou kvalitu ejakulatu po rozmrazeni (Beran a kol., 2011).

Konvenéni postup hodnoceni ejakulatu, provadény pred a po kryokonzervaci, zahrnuje

stanoveni koncentrace spermii, pohyblivosti a morfologie. Tyto parametry vétSinou odhali
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ziejmé pripady snizené plodnosti nebo neplodnosti bykti (Rodriguez-Martinez, 1998).
Z biologického hlediska, pouze plné zivotaschopna spermie je potencionalné schopna
oplozeni, proto vétSina doposud uzivanych metod byla zalozena na posuzovani
zivotaschopnosti spermii (Véznik a kol., 2004).

Mezi testy prezitelnosti spermii fadime zejména dlouhodoby chladovy a kratkodoby
tepelny test prezitelnosti spermii, test na odolnost vii¢i chladovému Soku a stanoveni procenta
zivych a mrtvych spermii barvenim a HOS (Hypo Osmotic Swelling) test (Véznik a kol.,
2004; Hoflack a kol., 2006; Gillan a kol., 2008; Sutkeviciene a kol., 2009).

2.4.3.1 Makroskopické vySetreni

Objem ejakulatu urcujeme v kalibrové nadobé ¢i zkumavce u zvifat s malym objemem
ejakulatu je vhodnou metodou pouziti mikropipety. Viskozitu subjektivné posuzujeme
naklonénim odbérové nadoby a zhodnocenim ulpivani tekutiny na sténé. Barvu ejakulatu
hodnotime  subjektivné, pfipadné porovnavanim se  standardizovanou  Skalou.
Pach a pritomnost cizich pfimesi posuzujeme senzoricky. Hodnotu pH vySetiujeme
pHmetrem, nebo diagnostickymi prouzky se Skalou odpovidajici rozmezi hodnot pH semene,

tj. pfiblizn€ v rozmezi hodnot pH 6 az 8 (Kos a kol., 2019).

2.4.3.2 Mikroskopické vysetreni

Mezi mikroskopickd vySetfeni ejakulatu tfadime meéfeni koncentrace spermii,
hodnoceni motility, vySetfeni integrity povrchovych membran spermii a morfologické

vySetieni.

2.4.3.2.1 Koncentrace

Meéfteni koncentrace spermii je velmi dalezity krok pro hodnoceni ejakulatu a jeho
nasledné zpracovani pii piipravé insemina¢nich davek. Stanovuje se pocet spermii v mm?.
Koncentraci spermii je mozno stanovit fotometricky, hemocytometricky, nebo pocitacové.
Fotometricky hodnotime stupeni zékalu, ktery vznikne po standardnim nafedéni nativniho
semene. Tento zplsob stanoveni koncentrace je objektivni, ale vyzaduje vytvoreni kalibracni
kiivky absorbance presnéjsi hemocytometrickou metodou. Metoda se bé&zné pouziva

v inseminacnich stanicich.
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Hemocytometrické stanoveni v pocitacich komurkach je zakladni vySetfovaci metoda
stanovené hodnoty jsou pomémé presné, nicméné¢ provedeni je dosti pracné. Kromé
Biirkerovy pocitaci komurky se ve spermatologii pouzivaji i dal§i typy — Thomova,
Neubauerova. Semeno je nutné nejdiive naredit Hayemovym roztokem, nebo hypertonickym
roztokem NaCl k devitalizaci spermii a dakladné jej homogenizovat. V zavislosti
na predpokladané koncentraci semene podle druhu fedime 100x nebo 200x. Nafedény vzorek
naneseme do Burkerovy komurky a vyhodnocujeme pod zvétSenim 200x nebo 400x.
Do analyzy zahrnujeme spermie, které se nachazeji ve &tverci o plose 1/25 nebo 1/16 mm?.
Pocitame vSechny spermie, jejichz hlavicky se nachazi zcela uvnitf stanoveného sektoru —
komurky, pfipadné se dotykaji z vné&sku dvou sousednich stran pfislusného Cctverce

(Kos akol., 2019).

2.4.3.2.2 Motilita

Terminem motilita obecné oznacujeme jakoukoli schopnost spermii se pohybovat.
Motilitou v uzs§im slova smyslu rozumime pouze tzv. progresivni motilitu, tedy spermie
se pohybuje piimocare doptfedu za hlavickou. Tento typ pohybu se vyjadiuje v procentech.
Déle rozlisujeme patologické formy pohybu (napt. kruhovy, trhavy, pferusovany, oscilacni,
retrogradni. Vysledkem je procentualni hodnota urCend posouzenim pohybu minimalné
100 spermii pii zvétSeni 200x. Pro spravné posouzeni motility je nutno v piipade
koncentrovanéjSich ejakulati semeno pred vySetfenim nafedit tak, aby bylo mozno hodnotit
pohyb jednotlivych spermii (vétSinou 5 az 20x).

Pro detailngj§i analyzu pohybu je mozno vyuzit i specialni analyzator CASA
(computer assisted sperm analysis), ktery je schopen diferencovat rizné formy pohybu a jeho
rychlost na zakladé prfedem definovanych parametrd. U velmi koncentrovanych ejakulata
slouzi k orientacnimu zhodnoceni pohyblivosti spermii stanoveni tzv. vifivého pohybu
na hodinovém sklicku, nebo podloznim sklicku se specialni jamkou. V tomto piipade
posuzujeme kvalitu pohybu pomoci kfizkové Skaly a oznacujeme je + az +++. Toto vySetieni
se provadi u nefedéné¢ho ejakulatu. Stanoveni objemu ejakulatu, koncentrace a motility
spermii jsou zakladni veli€iny zjistované po kazdém odbéru pii vyrobé inseminacnich davek

(Kos akol., 2019).

2.4.3.2.3 Integrita povrchovych membran
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Toto vySetieni spociva v mikroskopickém posouzeni spermii, u kterych doslo
k obarveni pomoci kombinace barviv Eosin, Nigrosin. Nigrosin obarvi pozadi preparatu.
Eosin pronika u mrtvych spermii pfes membranu a obarvi je do Cervena nebo Cerveno-bila.

Neobarvené, bilé spermie jsou hodnoceny jako zivé s intaktni membranou. (Kos a kol., 2019).

2.4.3.2.4 Morfologické vlastnosti

Morfologické vySetieni spermii patii mezi nejobjektivnéj§i metody mikroskopického
posuzovani ejakulatu. Pfed samotnym hodnocenim je nutné vytvofit kvalitni natér spermatu
na sklicko a obarvit jej. Pouziva se barveni dle Brandon-Farellyho, nebo dle Karrase, anebo
Hemacolor. Posuzujeme primarni zmény, které vznikaji béhem spermatogeneze — zmeény
na hlavicce, stfednim mitochondrialnim oddilu, proximalni kapka, sto¢eny ocasek. Zmény
sekundarni jsou vétSinou asociovany s ocaskem, vznikaji disledkem nedokonceného zrani,
nebo pifi odbéru a zpracovani semene — distalni kapka, jednoduse zahnuty ocasek, chybé¢jici

ocasek (Kos a kol., 2019).

2.4.4 Faktory ovliviiujici kvalitu ejakulatu

Kvalita ejakulatu je ovlivnéna mnoha faktory: vnitfnimi, jako je napf. plemeno,
genotyp, individualita a v€k plemenika (Thara a Nair, 2007; Beran a kol., 2012; Hértlova
a kol., 2013; Stadnik a kol., 2014), a vné&jsimi, ke kterym patii zejména klimatické podminky,
podnebi, podminky prostfedi (Mathevon a kol., 1998; Nichi a kol., 2006; Karoui a kol., 2011),
cetnost odbéru ejakulatu (Kommisurd a Berg, 1996), technologie ustajeni, management chovu
(Stadnik a kol., 2014) a vyziva plemenikt (Kelso a kol., 1997; Louda a kol., 2007).

Odbér ejakulatu a jeho nasledné zpracovani na ID predstavuji dalsi potencialni rizika.
Nesmi dojit k chladovému Soku, musi se postupovat velmi rychle a soucasné Setrné a presne,
proto je snaha nalézt postup hodnoceni spermatu, ktery by byl rychly, citlivy ke spermiim
ajednoduchy na provedeni (Januskauskas a kol., 2000). Konven¢ni postup hodnoceni
ejakulatu, provadény pred a po kryokonzervaci, zahrnuje stanoveni mnozstvi a hustoty
ejakulatu, koncentrace spermii a jejich pohyblivosti ¢i morfologie (Bhoite a kol., 2008;
Karoui a kol., 2011). Tyto parametry vétSinou odhali zfejmé pripady snizené plodnosti
nebo neplodnosti bykt (Rodriguez-Martinez, 1998).

Z biologického hlediska je potencionalné schopna oplodnit vajicko pouze plné

zivotaschopna spermie, proto vétSina doposud uzivanych metod byla zalozena na sledovani
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a hodnoceni zivotaschopnosti spermii (Januskauskas a kol., 2000), jako napftiklad: kratkodoby
termodynamicky test prezitelnosti spermii (Maurya a Tuli, 2003; Beran a kol., 2012),
test na odolnost spermii vaci chladovému Soku (Stadnik a kol., 2015a), hypo-osmoticky test
(Ptinosilova a kol., 2014) a zjisténi podilu zivych a mrtvych spermii barvenim (Gillan a kol.,
2008; Hoflack a kol., 2006; Beran a kol., 2012).

Po makroskopickém a mikroskopickém posouzeni kvality ejakulatu nasleduje jeho
fedéni, plnéni do pejet, zchlazeni a zmrazeni. Tyto Ctyfi posledni faze vyroby ID maji zasadni
vliv na ptezitelnost spermii v davce, zejména se pak projevuje vliv slozeni pouzitého redidla

(Siddique a kol., 2006).

2.4.4.1 Vliv byka

Kvalita ejakulatu, reprodukcni schopnost a plodnost jednotlivych bykd je velmi
rozdilna, vyplyva z individuélnich vlastnosti plemenika, které jsou dany jeho temperamentem.
Pro plemenitbu jsou nejvhodnéjsi byci silného vyrovnaného temperamentu (Hofirek a kol.,
2009).

Vliv plemene na pohlavni aktivitu a plodnost je méné vyznamny z divodu nizké
heritability znakt pro jednotlivé reprodukcni funkce (Louda a kol., 2007). Samci plemen
mlécného skotu jsou obecné aktivnéjsi nez byci plemen masnych. Na druhé stran€ jsou byci
méné proslechténych plemen odolné&jsi k vliviim vnéjsiho prostiedi (Stadnik a kol., 2014).

Dale je pro vlastnosti ejakulatu dulezity v€k plemennych bykt. Obecné plati,
ze produkce a kvalita spermatu se s vékem zvySuje, a to az do sedmi let veku
(Brito a kol., 2002). K poklesu aktivity a mnozstvi ejakulatu dochazi po 10. roku véku
(Mathevon a kol., 1998).

Reprodukéni vykonnost je vyrazem celkového zdravi zvifete, a proto je mozné fici,
ze veskeré faktory ovliviiujici celkovy zdravotni stav a pohodu zvitat ovliviiuji zaroven jejich
pohlavni aktivitu a plodnost. Faktory, které maji vliv na reprodukci a kvalitu ejakulatu
u zvifat, jsou klasifikovany jako wnitini a vné&jsi faktory. Ovliviiujici Cinitelé jsou fazeny
na faktory vnitini — plemeno, genotyp, individualita a vék byka. Klimatické podminky,
podnebi, technologie ustajeni, management chovu, vyziva zvifat, frekvence odbéru spermatu
a manipulace s nim, jsou faktory vné&j§i (Bronson, 1989; Hafez a Hafez, 2000;

Hofirek a kol., 2009).
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2.4.4.1.1 Cinitelé vnitniho prostredi

2.44.1.1.1 Plemeno

Plemeno chovaného skotu je dano strategii chovu. Ponévadz plemeno ma k uzitkovosti
uzky vztah, nelze tyto faktory v pasobeni na reprodukci striktné oddélit. Piimy vliv
samotného plemene na pohlavni aktivitu a plodnost je méné vyznamny z divodu nizké
heritability pro jednotlivé reprodukéni funkce (Hofirek a kol., 2009).

Stejné jako u ostatnich druhti hospodaiskych zvirat, lze plemena skotu délit
dle mnoha hledisek. Zejména podle fylogenetického pavodu, podle zemé puavodu
a geografického rozsifeni, uzitkovosti a stupn& proslechténi (Sambraus, 2006). Casto jsou
pozorovany rozdily v sexualni vykonnosti u jednotlivych plemen a linii skotu. Byci mlécnych
a proSlechténych plemen pohlavné dospivaji rychleji nez byci masnych plemen (Hofirek
a kol, 2009). Samci mlécnych plemen skotu jsou obecné aktivné&jsi nez samci masnych
plemen (Hafez a Hafez, 2000). Na druhé strané jsou byci méné proslechténych plemen
odolngjsi k ptisobeni nepftiznivych vlivii vnéjsiho prostiedi (Hofirek a kol., 2009).

Primérné rozdily mezi plemeny jsou zpusobeny u¢inkem riznych genl pfitomnych
v razné frekvenci u jednotlivych plemen. Plemena, ktera byla izolovana od sebe navzajem,
ato bud’ rodokmenovou prekdzkou, vlivem lidské Slechtitelské prace nebo geografickou
bariérou, se rozchazeji ve frekvenci gent, které ovliviiuji expresi mnoha vlastnosti

(Neely a kol, 1982).

2.4.4.1.1.2 Genotyp

Genotypem oznacujeme soubor vSech genetickych informaci organismu, ktery velmi
zavisi na interakcich prostfedi. Projevuje se, kdyz genotypy (jednotlivci, odridy, plemena
atd.) ukazuji rozdilné fenotypové odpovédi na jedno nebo vice prostfedi. VIiv prostredi
na genotyp v interakci s velmi odliSnymi genotypy a prostiedimi je dobfe znamy
a zdokumentovany v oboru rostlin i zivo¢ichli. Studie genotypu a environmentalnich interakci
jsou stale vice dulezité, protoze genotypy hospodaiskych zvifat jsou nyni ovliviiovany
nejriznéjSimi prostifedimi (Bryant a kol, 2005). Kromé toho, Dominika a kol. (2001)
predpokladaji, ze existuji rizné genetické vztahy mezi rliznymi vlastnostmi v jednom
konkrétnim prostredi.

Castillo — Juarez a kol (2002) uvadi, ze rozdily v fizeni mezi dvéma prostiedimi

zpusobuji upravu genetickych expresi sledovanych vlastnosti. Problémem zistava,
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jak porozumét a predvidat, do jaké miry zdanlivé malé genetické zmény zivotniho prostredi

muzou vyvolat interakci biologického a ekonomického vyznamu.

2.4.4.1.1.3 Individualita

Pohlavni aktivita a plodnost jednotlivych byka je velmi rozdilna. Vyplyva
z individualnich vlastnosti byka, které jsou dany jeho temperamentem (Hofirek a kol., 2009).
Temperament je charakterizovan jako stupedl drazdivosti a reaktivnosti nervové
soustavy na zakladé vzruchu a utlumu. Zaklada schopnost zvifete vnimat rozdilné podnéty
vnéjsiho prostiedi a adaptovat se bez neimérnych reakci. Z definice temperamentu, spolecné
svlivem endokrinnitho systému vyplyva také pomémé uzky vztah ke komplexi
(Majzlik, 2000).

Pro plemenitbu jsou nejvhodnéjsi byci silného vyrovnaného zivého (sangvinik) a mirného
(flegmatik) typu. Mén€ vhodni jsou plemenici prudkého typu (cholerik) a zcela nevhodna
jsou zvitata slabého nervového typu (melancholik) (Hofirek a kol., 2009).

Temperament je velmi dulezity pro vyuzivani zvifete, spolurozhoduje o charakteru
zvitete, schopnosti k u€eni a vycviku a ma jak pfimy vztah k vyuziti zvifete (odbér
gjakulatu u byka), tak nepfimy (/ibido sexualis, chovani byka v odbérové mistnosti, ochota
k pareni). Individualita a temperament jsou jednak vysledkem dédicného zalozeni (vazbou
na druh, plemeno a pohlavi zvifete), ale jsou téz ovlivnény podminkami prostfedi odchovu

a zachdzenim ze strany zootechnika ¢i oSetfovatele (Majzlik, 2000).

24.4.1.1.4 Vék

Pohlavni funkce mohou probihat az po nastupu pohlavni dospélosti zvitat, kdyz dojde
k synchronizaci citlivosti gonad a regulacnich mechanismt a trvaji jen urcité obdobi zivota
zvitat (Hafez a Hafez, 2000).

Vétsina svétovych studii uvadi, ze vék chovnych byka je velmi dalezity pro vlastnosti
ejakulatu. Obecné plati, ze produkce a kvalita spermatu se zvySuje svékem byka,
atoazdoveku 7 let. Od 7 do 10 let se mnozstvi nijak vyrazn€ neméni (Mathevon a kol,
1998; Brito a kol., 2002; Beran a kol., 2011). ZvySeni mnozstvi ejakulatu u star§ich zvitfat
1ze vysvétlit zvétSovanim téla a soucasné rychlym rastem varlat (Fuerst-Waltl a kol., 2000).

Z hlediska kvality ejakulatu, Mathevon a kol., (1998) pozorovali zvySeni koncentrace
spermii az do 22 mésice veéku. V jiné studii (Brito a kol., 2002) vék byka nevykazoval zadny

23



ucinek na koncentraci spermii. Ani uroven pohyblivosti spermii nema pravdépodobné primou
korelaci s vékem byka, protoze vysledky jednotlivych studii se razni. Velmi vyrazny pokles
aktivity a mnozstvi ejakulatu nastava az po desatém roku véku (Mathevon a kol., 1998;
Brito a kol., 2002; Balic a kol., 2012).

Mnoho autorti uvadi, ze s rostoucim vékem se mohou objevit drobné defekty spermii,

ale ve vétsiné pripadl se vady naopak s vékem snizuji (Soderquist a kol., 1996).

2.4.4.1.2 Cinitelé vnéjsiho prostiedi

Do podminek vnéjSiho prostfedi lze zaradit klimatické podminky, ro¢ni obdobi,
technologie ustajeni, oSetfovani, zptisob odchovu, socialni hierarchii ve stadé, odbér ejakulatu
a manipulaci s nim (Brito a kol, 2002).

Jednotlivé faktory wnéjSiho prostiedi pusobi na organismus zvifete jako celek
a vyvolavaji urCitou reakci. Reakce zvifete je odvozena od télesné konstituce, dédi¢ného
zalozeni, zdravotniho stavu, uzitkovosti a stupné fyzické kondice. U¢inky vlivi vngjsiho
prostiedi se projevuji prostiednictvim exteroreceptord smyslovych organu, kterymi dochazi
k drazdéni kury velkého mozku a hypotalamo-hypofyzariho systému, ktery fidi prabéh
a zajistuje spravny chod pohlavnich funkci (Louda a kol., 2007).

2.4.4.1.2.1 Klimatické podminky

Z klimatickych faktort ma vztah k reprodukci predevsim charakter podnebi a rocni
obdobi, jmenovite svétlo, teplota, vlhkost a atmosféricky tlak (Hofirek a kol., 2009).

Svétova populace skotu se nachazi v riznych klimatickych pasmech. Vliv zivotniho
prostiedi je vazany na urcité klimatické podminky, které byly intenzivné zkoumany
jak u riznych plemen, tak v raznych zemich. V mnoha studiich ro¢ni obdobi vyznamné
ovlivnilo produkci spermatu. Napiiklad Mathevon a kol. (1998) detekovali vys$si koncentraci
spermii, motilitu spermii i celkovy pocet spermii v ejakulatu bykti v zimé a na jafe nez v 1été.
Nichi a kol. (2000) zjistili vyssi podil patologickych spermii u simentalskych bykt v letnich
meésicich oproti zimnim meésicim. Kunavongkrit a kol. (2005) detekovali nizs§i koncentraci
spermii v ejakulatu kancl v 1ét€ nez v zim€. Naproti tomu Karagiannidis a kol. (2000)

publikovali zlepSeni charakteristik spermatu kozl béhem 1éta a podzimu.
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Nejen teplota v den odbéru, ale také v pribéhu zrani spermii v nadvarleti
nebo v prubéhu spermatogeneze (do asi 70 dni pied odbérem) ma vliv na produkci spermatu
(Ball a Peters, 2004).

Reprodukce skotu muze byt ovlivnéna tepelnym stresem. Pii vysoké teploté
nebo vlhkosti, mize dojit k nefunkcnosti termoregulacnich mechanismii a nasledkem toho
ke zvySeni vnitini teploty nad fyziologické meze (Nardone a kol., 2010). Tepelny stres mize
snizit poCet uspéSnych zabieznuti a zvySeni embryonalni mortality u krav (Wolfenson a kol.,
2000; Chebel a kol., 2004; Hansen a kol.,, 2007), a snizit kvalitu semene byka
(Mathevon a kol., 1998; Nichi a kol., 2006).

Z hlediska vlivu klimatickych podminek na hospodarska zvitata je znamo, ze vysoké
anizké okolni teploty mohou byt zodpovédné za snizeni plodnosti. Teplota Sourku
je regulovana nezavisle na télesné teploté té€la pomoci termoreceptor v Sourku a efektoru
ve formé aktivity svalu tunica dartos. Nicméné tyto efektorové mechanismy
jsou nedostatecné k udrzeni teploty Sourku pii extrémnich teplotich, nebo extrémnich
mrazech. Rychle tak muaze dojit k znehodnoceni spermatu (dekapitace spermii)
a tim 1 ke snizeni plodnosti teplem nebo chladem (Gordon, 2004). Plemenni byci jsou schopni
kompenzovat tepelné kolisani od 2,1 do 21,6 °C bez vazné€jSich zmén v procesu
spermiogeneze. Negativni vliv maji extrémni teploty ptusobici dlouhodobé. Teploty nad 22 °C
pusobici dlouhodobé vedou k degenerativnim zménam spermatogenniho epitelu a soucasné
se vlivem tepelného stresu snizuje celkovy metabolismus. Tato zatéz vede ke snizeni
produkce gonadotropnich hormonti v adenohypofyze (Hofirek a kol., 2009).

Velmi dulezitym faktorem je svétlo, kdy prostfednictvim melatoninu z epifyzy
ovliviiuje fizeni pohlavnich funkci. Uplatiiuje se délka svételného dne (zejména u zvifat
s vyraznou sezonni aktivitou), ale také jeho intenzita. Intenzivni svételné zareni stimuluje
celkovy metabolismus organismu 1 ¢innost autonomni nervové soustavy a tim i celého
hormonalniho fizeni. Dlouhotrvajici nedostatek svétla snizuje citlivost sexualnich center
atim vede ke snizeni plodnosti samce. Pfi dlouhodobém pobytu vtmavém prostredi
bez pristupu slunecniho svétla a pobytu na Cerstvém vzduchu vznikaji vazné poruchy

spermiogeneze (Hofirek a kol., 2009).

2.4.4.1.2.2 Technologie ustijeni

Lze rozlisit n€kolik typt ustajeni, volné ¢i vazné, popf. vazné ustajeni s pastvou.

Zalezi také na konstrukci vrchni stavby a stfechy, tzn. mnozstvi svétla v ustdjovacim zafizeni.
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Z hlediska reprodukce dosahuje se lepsi urovné na volném ustdjeni, poptipadé pastevnim
chovu. Lze pozorovat intenzivnéjsi pfiznaky fije, samci maji mnohdy kvalitnéj§i ejakulat
s vysokym podilem oplozeni schopnych spermii, avSak identifikace fijicich se zvifat muze byt
ztizena (Riha, 2004).

Nepfiznivé mikroklimatické podminky ustdjovacich prostor, predev§im relativni
vlhkost a teplota prostort, ale také vyskyt vysokého obsahu ¢pavku a silné proudéni vzduchu,

mohou téz negativné ovliviiovat reproduk¢ni funkce (Hofirek a kol., 2009).

2.4.4.1.2.3 Vyziva zvirat

Utinky nutri¢niho omezeni na plodnost jsou pozoruhodné a markantni, vice viak
u samic nez u samcu. Obecné plati, Zze nejdulezitéj§im koneCnym faktorem je dostupnost
krmné davky a jeji vliv na energetickou bilanci, nebot’ reprodukce je energeticky vysoce
narocna (Bronson, 2009). Vyzivové nedostatky mohou oddalit nastup puberty a negativné
ovlivnit tvorbu a vlastnosti samciho spermatu. Mladé a rostouci zvife je mnohem nachylnéjsi
na nutricni stres nez starsi zvife. Krome toho, nevyhovujici nutriéni podminky ovliviiuji vice
endokrinni funkci varlete nez samotnou spermatogenezi. Mezi bézné vyzivové faktory patii
pocet piijatych kalorii v krmivu, mnozstvi bilkovin a zivin. Velkou roli hraje nedostatek
vitaminl, mineralnich latek, nebo zvySeny ptijem toxickych latek (Hafez a Hafez, 2000).

Pozadovany prub€h pohlavni aktivity a produkce kvalitniho semene vyZzaduje,
aby se plemennym bykim zkrmovaly takové krmné davky, které zajisti vyzivu odpovidajici
urovn€, pomér energie a dusikatych zivin i obsah dulezitych vitamini A, D a mineralnich
latek. Dietetickd hodnota krmiv ovliviiuje objem a kvalitu produkovaného spermatu.
V krmnych davkach plemennych bykd je pouzivana smés jadrnych krmiv v mnozstvi
2,0 az 3,5 kg, podle kvality a koncentrace zivin v objemnych krmivech. Doporuovanou
soucasti jadrnych krmnych smési je z obilovin oves a vice komponent s vy$sim obsahem
bilkovin (Louda a kol., 2007). Délka spermatogeneze u byka je 54 dnd (Saunders, 2002),
a proto je doporuceni dodavat bykim pfiméfenou vyzivu, bez jakychkoliv deficita
v dodavkach urcitych zivin béhem 2 mésict pred planovanym zatazenim do chovu.

Poruchy reprodukce maji obvykle blizky vztah k pochybeni ve vyzivée. Jako kontrolu
vyzivného stavu slouzi zjistovani télesné kondice (BCS) bykt (Beran a kol., 2011)
a metabolicka vysetieni (Beran a kol., 2013; Riha, 2004)

Kendall a kol. (2000) se zabyvali u¢inky minerali (zinek, kobalt, selen) na motilitu

spermii, procento zivych spermii a jejich membranovou integritu. U samcu, kterym byl
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do krmné davky piidavan zinek, kobalt a selen, byla detekovana zvySend koncentrace
glutationu peroxidazy v semenné plazmé, zvySend motilita, podil zivych spermii, resp.
spermii s intaktni membranou. U samct ma nejvétsi vyznam zasobeni fosforem a jeho pomér
k vapniku. Pfi jeho nedostatku se objevuji poruchy libida a zhorSuje se kvalita ejakulatu,
predevsim motilita spermii (Hofirek a kol., 2009).

Zajimavé je, ze spolecné s vékem dochazi v semenné plazmé bykid k vyznamnému
snizeni koncentraci polynenasycenych mastnych kyselin (kyselina arachnidova, kyselina
dekosahexanova), spolecné subytkem antioxidacnich enzymi (Kelso a kol., 1997),
coz podnitilo obchodni zajem v pouzivani krmnych doplikli na bazi rybiho tuku a vétsi
procento zacClenovani antioxidantt a vitaminu E ke zvySeni plodnosti. Divodem je skute¢nost,
Ze tyto mastné kyseliny jsou dualezité pro integritu membrany spermii, jejich pohyblivosti

a zivotnosti (Rooke a kol., 2001).

2.4.4.1.2.4 Frekvence odbéru ejakulatu

Intenzita vyuzivani byka, jinak také nazyvana exploatace, se 1iSi nejenom vékem
a kondici zvifete, ale i jeho zdravotnim stavem. Skodlivé je jak nadmé&mé, tak nedostatetné
vyuzivani plemenika. Nadmérnym vyuzivanim byka se snizi libido, mnozstvi 1 koncentrace
spermii v ejakulatu, zhorsi se pfezitelnost a rezistence spermii. Oproti tomu nedostate¢nym
vyuzivanim byka, spermie setrvavaji pfili§ dlouhou dobu v nadvarleti. I kdyz jsou spermie
v ocasu nadvarlete v anabioze, bazalni metabolické procesy probihaji, dochazi ke starnuti
spermii a k degradaci povrchové membrany spermie, ktera vede ke snizeni rezistence
(Hofirek a kol., 2009).

Bylo zjisténo, ze doba sexualni pfipravy byka pred vlastnim odbérem muze mit
vyznamny vliv na mnozstvi ejakulatu, poCet vyrobenych davek z odebraného ejakulatu
a motilitu spermii po rozmrazeni (Kommisurd a Berg, 1996). To muze vysvétlit, pro¢ vodici
technik byka a technik odebirajici semeno maji zasadni vliv na jeho kvalitu a mnozstvi,

protoze jsou zodpovédni za sexualni stimulaci a ptipravu (Mathevon a kol., 1998).

2.4.4.2 Vliv zpracovani ejakulatu

V ramci vyroby davek je tfeba maximalizovat geneticky potencial daného plemenného

byka wvyuzitim optimalnich technologickych postupi. Udrzeni oplozovaci schopnosti
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ejakulatu v prabéhu dlouhého a naro¢ného procesu jeho zpracovani, fedéni a mrazeni,
pii vyrobé inseminacni davky ¢i po jejim rozmrazeni muaze zajistit vys$i uroven zabfezavani
dojnic, snizit spotifebu inseminacnich davek, zkratit délku mezidobi a zlepsit tak ekonomickou
efektivitu jejich chovu (Vera-Munoz a kol., 2009).

Proces samotné kryokonzervace zhorSuje funkci spermii, coz muze vést ke snizeni
jejich oplozovaci schopnosti (Celeghini a kol., 2008), proto je nutné zpracovavat v ramci
vyroby inseminacnich davek pouze ejakulat dostatecné kvality, ktera je hodnocena, pokud
mozno objektivné (Simonik a kol., 2015) a zpravidla je dodrzovana hranice minimalni hustoty
spermii 0,7 x10° mm™ pii 70% motilité. Nutnosti procesu mrazeni je predchazet letalnim
intracelularnim ledovym formacim pouzitim vhodnych tfedidel a co nejvice tak omezit riziko
vzniku chladového Soku a poskozeni membrany béhem mrazeni (Amirat a kol., 2004).

Zpocatku bylo byci sperma pied pouzitim fedéno a konzervovano jen kratkodobé,
po dobu maximalné 96 hod. (Verberckmoes a kol., 2005). Byly prokazany negativni zmény
v bunéénych membranach spermii v zavislosti na délce ulozeni ID a na pouzitém fedidle
(Tapia a kol., 2012). K rozhodujici kvalitativni zméné ve vyuziti inseminace doslo teprve
po uspésném vyvoji metod kryokonzervace a dlouhodobého uchovavani ID bykt v tekutém
dusiku pfi teploté -196 °C a jejim zavedenim do Siroké praxe. Soustavné zvySovani intenzity
zapous$téni a vysledka brezosti jak u krav, tak zejména u jalovic, vedlo k trvalému vzestupu
poctu narozenych telat a k celkovému zintenzivnéni reprodukce skotu. Inseminace v tomto
sméru sehrala nezastupitelnou roli pfi stupfiovani produkce a ekonomiky chovu skotu
(Louda a kol., 2008).

Inseminace oteviela cestu k realizaci zasadnich zmén Slechtitelskych postupt
a iniciovala rozvoj dalSich biotechnologickych metod, jako napftiklad systémy fizeni fijového
cyklu (Stadnik a kol., 2008; Nowicki a kol., 2017), nové postupy mrazeni ejakulatu (Arav
a kol., 2002), sexaci spermii (De Jarnette, 2010), odbér, mrazeni, kultivaci a prenos embryi
(Riha a kol., 1998; Machaty a kol., 2012) nebo klonovani (Liu a kol., 2010).

Zivotaschopnost a oplozovaci schopnost spermii v ID bykd ovliviiuje zejména sloZeni
fedidla (Siddique a kol., 2006), v€etné interakci mezi kryoprotektivy, délkou ekvilibrace
arychlostt mrazeni a rozmrazeni (Cotter a kol, 2005; Clulow a kol, 2008;

Beran a kol., 2014).

2.4.4.2.1 Redéni

Beran a kol. (2012; 2014a; 2014b), Stadnik a kol. (2015a) a Dolezalova a kol. (2015a)

se vénovali vlivu vybranych fedidel na odolnost spermii vic¢i chladovému Soku, na podil
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zivych spermii po rozmrazeni davky, respektive jejich motilitu v prubéhu nasledného
termodynamického testu prezitelnosti. VSechny prace potvrzuji pfimy a vyznamny vliv
individuality byka 1 fedidla na vyslednou oplozovaci schopnost davky po rozmrazeni.
Beran a kol. (2013; 2015) a Stadnik a kol. (2015b) se vénovali moznému zatazeni vybranych
specifickych aditiv, konkrétné LDL cholesterolu, do komer¢né vyrabénych tedidel ejakulatu
byka. Definovali, Zze jeho doplnéni neovliviiuje negativné charakteristiky fedidla a pasobi
pozitivné na vybrané ukazatele oplozovaci schopnosti spermii a soucasné ze se jeho ucinek

odviji od pfidaného mnozstvi.

2.4.4.2.2 Chlazeni a ekvilibrace

Dal§i nezbytnou soucasti technologického procesu vyroby inseminacnich davek
je jejich chlazeni a ekvilibrace, tedy adaptace spermii na zpomaleni metabolismu, ktera musi
byt provedena za optimalnich podminek, protoze sav¢i spermie jsou citlivé na rychlost
zchlazovani. Naredény ejakulat je chlazen pomalu, aby se predeSlo chladovému Soku.
Vi se, ze chladovy Sok poskozuje funkci proteini membrany, které jsou nezbytné
pro strukturalni integritu iontového metabolismu. Tyto zmény se dé&ji za pusobeni teplot
od 15do 5 °C, pod 0 °C ustavaji (Watson, 2000). Béhem pomalého chlazeni dochazi
k dehydrataci spermie, kdy muze byt dosazeno bodu osmotické rovnovahy mezi
intracelularnim a extracelularnim prostfedim, to znamena, ze bunécna dehydratace
je maximalni. Kdyz se zchladi pfili§ rychle, rychlost dehydratace neni dostaCujici
pro predchazeni vyskytu intracelularntho ledu (Woelders, 1997). Rychlé zchlazeni
také redukuje rozklad fruktozy, obsah kysliku a syntézu ATP, coz znamena, ze spermie ztraci
zasobeni energii a nasledné i motilitu (Blackshaw a Salisbury, 1957). Po nafedéni jsou davky
postupné zchlazovany z 34 °C na 4 °C, prfed vlastnim zmrazenim jsou po urcitou dobu
uchovany v chladicim boxu za pisobeni konstantni teploty (Moussa a kol., 2002). Optimalni
doba zchlazovani inseminaéni davky na teplotu 4 °C je 1,5 hodiny, s tim, Ze nasledn¢ je davka
ekvilibrovana. Dhami a kol. (1996) zase shledal, ze nejvhodnéjsi je pomalé chlazeni pejet
z30 °C na 5 °C za 2 hodiny anebo rychlé zchlazeni na 10 °C. Ekvilibrace je proces ktery
nasleduje po zchlazeni inseminacnich davek, jeho doba je wvariabilni, trva od 30 minut
do 24 hodin pred samotnym mrazenim. Objevovaly se snahy zkracovat nebo uplné eliminovat
tento krok ve vyrobé inseminacnich davek, zrychlil by se tak proces kryokonzervace nehledé

na kvalitu rozmrazeného ejakulatu (Dhami a kol, 1992).
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Nekteti autofi dokonce zpochybtiovali nutnost provedeni ekvilibrace a jeji skuteny
vliv na naslednou zivotaschopnost spermii. Minimalni délka ekvilibrace vhodna
pro naslednou kryokonzervaci spermatu s uspokojivymi vysledky zivotaschopnosti spermii
po rozmrazeni je stale sporna. Dolezalovad a kol. (2015b) testovali 3 délky ekvilibrace
(30, 120 a 240 min.) a potvrdili, ze delsi ekvilibrace zvySuje motilitu spermii v prabéhu
termodynamického testu prezitelnosti a jeji primérnou hodnotu za cely test.

Ve vysledcich nékolika dalsich studii byly zhodnoceny interakce mezi rliznymi
délkami ekvilibrace a pouzitymi fedidly na vyslednou zivotaschopnost spermii. Napiiklad
Bois a kol. (2012) porovnaval vliv dvou délek ekvilibrace (30 a 60 min.) na naslednou
motilitu a membranovou integritu spermii. KratSi ekvilibrace méla negativni vliv
na membranovou integritu spermie, avsak rozdily v motilit€ nebyly statisticky vyznamné.

Interakci mezi pouzitymi fedidly a délkou ekvilibrace se ve své praci zaobiral
Leite a kol. (2010), ktery srovnaval piisobeni urcité doby ekvilibrace na inseminacni davky
fedéné odlisSnymi fedidly a sledoval jejich vzajemné interakce a vliv na motilitu spermii,
integritu plazmatické a akrozomalni membrany, za pouziti objektivnich a presnych metod
kontroly zalozenych na pocitaCové diagnostice. Zjistil, ze délka ekvilibrace je zasadni

pro udrzeni motility a integrity membrany spermie nezavisle na pouzitém redidle.

2.4.4.2.3 Kryokonzervace

Proces samotné kryokonzervace zpusobuje poskozeni vSech Casti spermie
(Bailey a kol., 2000) a tim zhorsuje funkci spermii, coz miize vést ke snizeni jejich oplozovaci
schopnosti (Celeghini a kol, 2008). Poskozeni béhem chladiciho a mraziciho procesu napada
hlavné bunécné membrany (plazmu a mitochondrie) a v nejhor§im piipadé také jadro
(Blesbois, 2007). Nasledné je toto poskozeni odpovédné za ztratu motility a zivotaschopnosti
spermii i ztratu akrozomalni integrity a oplozovaci schopnosti rozmrazeného ejakulatu
(Holt, 2000).

V soucasné dobé je mozné vyuzit dvé metody mrazeni, a to nékterou z variant
pomalého mrazeni, kde je vyhodou nizkd koncentrace kryoprotektiva, nebo wvitrifikaci,
coz je metoda sice velmi rychlého mrazeni, avSak se zvySenym rizikem chladového Soku
a poskozeni buiiky mrazem (Arav a kol., 2002). Dfive byla vyuzivana pfedevsim konvencni
metoda pomalého mrazeni spoCivajici v mrazeni inseminacnich davek v parach tekutého
dusiku po dobu 10 minut ve vysce 2 cm nad hladinou tekutého dusiku (Reid a kol., 2009).

Nevyhodou tohoto zpisobu mrazeni byla nemoznost kontrolovat tvorbu ledovych krystald,
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které mohou roztrhat a zabit buniku (Saragusty a kol., 2007). Velmi podobna je i metoda
mrazeni Direct Freezing (DF) (Digitcool; IMV CryoBio-System, L’Aigle, France), zalozena
také na postupném pocitacové fizeném poklesu teploty v komote. Regulace teploty je vSak
zajistovana pomoci par tekutého dusiku. Teplota v komote se pohybuje v rozmezi od -150 °C
do +50 °C, rychlost mrazeni je 0,1 az 60 °C za minutu. V piipadé pouziti této technologie
zustava otazkou definice nejvhodnéjsi mrazici kiivky.

Prestoze existuji komercni doporuCeni jednotlivych firem dodavajicich potfebné
vybaveni, v ramci jednotlivych vyzkumnych studii je zpravidla zjisfovano, ze je tieba
prubézné upravovat parametry mrazeni dle druhu zvitat, resp. individuality konkrétniho
plemenika. Naptiklad Saragusty a kol. (2007) ve své praci vyuzival standardni mrazici kiivku,
zatimco Stradioli a kol. (2007) aplikoval mrazici kiivku odliSujici se v rychlosti poklesu
teploty 1 v celkové délce mrazeni. Dolezalova a kol. (2015c) porovnavali 4 vybrané mrazici
kiivky a zjistili, ze dvoufazova kiivka s pozvolnéj§im poklesem teplot do -90 °C zajistuje
nejvyssi motilitu spermii zjist€nou po rozmrazeni i v prabéhu celého termodynamického
testu.

Dale jsou k dispozici technologie mrazeni s vyuzitim teplotniho gradientu (Directional
Freezing) zalozené na fizeni postupu tuhnuti vzorku, ktery umoziuje piesnou kontrolu tvorby
ledovych krystali béhem procesu mrazeni. Vzorek je v podstaté vlozen do vhodné nadoby,
kterd je umisténa horizontalné a posouvana urcitou rychlosti pfedem uréenym teplotnim
stupném (gradientem), ktery postupné piekonava bod mrznuti az do velmi nizkych teplot.
Metodicky jsou postupy mrazeni pomoci teplotniho gradientu znamé a definované, nicméné
k jejich plosSnému praktickému roz§ireni prozatim brani nizké povédomi o jejich dostupnosti
a také pomeéru zvySenych nakladu, tj. ceny inseminacni davky vuaci zlepSeni oplozovaci
schopnosti inseminacni davky.

Uvedené faktory pusobi jednotlive i v interakci mezi sebou, proto je pro poZzadovanou
optimalizaci vyroby inseminacnich davek nezbytné presné definovat individudlni vliv
konkrétniho faktoru i1 vliv dané kombinace. Na zaklad¢ téchto znalosti je pak mozné
upravovat postupy vyroby inseminacnich davek individualné pro konkrétni byky, a tim docilit
efektivngj§i vyroby. Nasledné aplikace novych technologickych postupi pii vyrobé
inseminacnich davek muze vést ke zlepSeni jejich kvalitativnich ukazateld a oplozovaci
schopnosti. Piehled vybranych faktorti ovliviiujicich vyslednou oplozovaci schopnost davky

po rozmrazeni poskytuje obecnéjsi povédomi o §ifi problematiky.
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2.5 Zptisoby konzervace inseminac¢nich davek

2.5.1 Inseminace ¢erstvym semenem - kratkodoba konzervace

Pfi inseminaci Cerstvym spermatem dochazi k deponaci Cerstvého semene ihned
na mist¢ odbéru nebo muze byt Cerstvé sperma transportovano na kratkou vzdalenost
(max 2 hodiny). Vyhodou inseminace Cerstvym spermatem jsou dobré vysledky zabfezavani,
vyroba inseminacni davky neni naro¢na a diky tomu je tento zplisob inseminace finan¢né
nejdostupnéjsi. Neodpada ale nutnost piepravy zvifat v ptipade€, ze chceme spojit par z vétsi
vzdalenosti. Inseminacni davku Cerstvého spermatu nelze dlouho uchovavat, proto je nutné

spravné nac¢asovani inseminace (Www.genomia.cz/cz/reprodukce-inseminace).

2.5.2 Inseminace chlazenym semenem - stfrednédoba konzervace

Druhym zpiisobem inseminace je inseminace spermatem chlazenym (kratkodoba konzervace
spermatu). V tomto piipadé se sperma oSetii specidlnim fedidlem, diky kterému je mozné
sperma zchladit a transportovat po dobu piiblizn€ 72 hodin pti 4 az 5 °C. Vyhodou je, Ze tyto
inseminacni davky je mozné transportovat na delsi vzdalenost (chlazené). Vyroba chlazenych
inseminacnich davek neni slozitd ani finan¢né narocna a vysledky zabfezavani jsou velmi
dobré. Nevyhodou je cCasova limitace schopnosti oplozeni inseminacnimi davkami,
proto je nutna pohotova koordinace odbéru, distribuce a pouziti inseminacnich davek

(www.genomia.cz/cz/reprodukce-inseminace).

2.5.3 Inseminace zmrazenym semenem - dlouhodoba konzervace

Posledni moznosti inseminace je inseminace kryokonzervovanym spermatem (hluboce
zmrazenym). Odebrané sperma je pfed zmrazenim peclivé vySetfeno a odborné zpracovano.
Po zmrazeni jsou inseminacni davky skladovany v tekutém dusiku. Inseminace mrazenym
spermatem se stale rozsifuje a stava se oblibenym diky svym vyhodam. Odbér spermatu neni
zavisly na estralnim cyklu samice. Inseminacni davky mohou byt v budoucnu kdykoliv
pohotové vyuzity. Vyhodné je semeno odebirat v nejproduktivnéjsi fazi reprodukcniho véku
zvitete. Semeno lze vyuzit k oplozeni samice po uplynuti plodného véku samce nebo dokonce

dlouho po jeho smrti. Mrazené inseminacni davky lze transportovat na velké vzdalenosti
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bez nutnosti pfepravy zvifat, je tedy mozné Sifit geneticky material z prakticky neomezené
vzdalenych destinaci.

Inseminace kryokonzervovanym semenem se stdle zdokonaluje a vysledky
zabiezavani dosahuji dobrych parametrt pfi vyuziti intracervikalni inseminace, kdy je semeno
deponovano pomoci aparatury do délozniho kr¢ku. Dalsi vyhodou je, ze 1ze z jednoho odbéru
vyrobit desitky inseminacnich davek, a tak oplodnit mnoho plemenic, coz nelze uskutecnit
u piirozené reprodukce. Z jednoho ejakulatu optimalni kvality lze ziskat 1 vice nez 100 davek.
Diky vySetfeni ejakulatu pied zpracovanim se zabranuje Sifeni pohlavnich chorob (napfiklad
herpes viru nebo bruceldzy). Nevyhodou tohoto zplisobu inseminace je naro¢nost vyroby
inseminacnich davek a s tim spojené i vySs§i financni naklady. U rozmrazeného semene
se mohou vyskytovat rozdily ve wviabilit€ (zivotaschopnosti) spermii mezi jednotlivymi

insemina¢nimi davkami (www.genomia.cz/cz/reprodukce-inseminace).

2.6 Ekvilibrace

Soucasti technologického procesu vyroby inseminacnich déavek je ekvilibrace.
Ekvilibrace je proces, ktery nasleduje po zchlazeni nafedénych inseminacnich davek
pred samotnym mrazenim (Dhami a kol., 1992). Délkou ekvilibrace se pak oznacuje Cas,
kdy spermie zistava v kontaktu s kryoprotektantem pied samotnym mrazenim (Leite a kol.,
2010). Kryoprotektanty jsou zakladni slozkou fedidel spermatu, chrani integritu membrany
spermie béhem chlazeni a mrazeni (Linhartova a kol., 2014), chrani struktury buiky
pred jejich roztrhanim a znicenim ledovymi krystaly, vznikajicimi béhem mrazeni, zvySuji
jejich odolnost a chrani je pfed chladovym Sokem (Beran a kol., 2014) a pomahaji udrzet
motilitu spermii po nasledném rozmrazeni (Muchlisin a kol., 2015). Presto nejvhodnéjsi
interakce pouzitého fedidla a délky ekvilibrace jesté nejsou dostatecné stanoveny (Shahverdi
a kol., 2014).

Délka ekvilibrace je variabilni. Dhami a kol. (1992) doporucuje délku ekvilibrace
od 30 minut do 24 hodin pfed mrazenim. Talevi a kol. (1994) shledal jako nejvhodnéjsi dobu
trvani ekvilibrace 1 hodinu. (Awad, 2011; Dhami a kol. (1996) ve své praci vyuzivali dobu
trvani ekvilibrace 2 hodiny pii 5 °C. Muifio a kol. (2007) urcili optimalni délku ekvilibrace
od 4 do 18 hodin. Neékteré studie dokazuji, ze doba ekvilibrace 18 hodin nebo dokonce
ptfes noc, jsou nejvhodnéjsi z hlediska zvySeni kvality vyrobenych inseminacnich déavek
(Shahverdi a kol., 2014). Vysledky prace Arav a kol. (2000) také naznacuji, ze prodlouzeni

doby ekvilibrace zvySuje oplozovaci schopnost spermii. AvSak z pohledu producentd
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inseminacnich davek je snaha ekvilibraci zkratit, nebo ji uplné eliminovat, a tak urychlit
proces zpracovani spermatu a kryokonzervaci, coz je rozhodné zadouci. To je vSak v rozporu
s faktem, ze ekvilibrace je nezbytnd pro zachovani oplozovaci schopnosti spermii
po nasledném rozmrazeni (Gao a kol., 1997). Bois a kol. (2012) porovnavali vliv ekvilibrace
o délce 30 a 60 minut na naslednou motilitu a membranovou integritu spermii. Dospéli
k zavéru, ze kratky Cas ekvilibrace — 30 minut negativné ovlivnil integritu membrany spermii,
avSak rozdily mezi vysledky motility nebyly statisticky vyznamné.

Délka ekvilibrace, jakoz i typ mrazici kiivky jsou odpovédné za mnoho dulezitych
fyzikalné-chemickych zmén, které vedou k riznym stupritm posSkozeni spermii (Ferero-
Gonzales a kol., 2012), které zhorsuji jejich vlastnosti po rozmrazeni (Spalekova a kol.,
2014). Dle vySe uvedenych skutecnosti nejsou uvedené interakce dosud dostate¢né
prozkoumany. Proto bylo cilem této metodiky vyhodnotit vliv riznych délek ekvilibrace,
typu mrazicich kfivek a jejich interakce na motilitu spermii a podil zivych spermii

po rozmrazeni inseminacni davky.

2.7 Kryokonzervace

Uspéch kryokonzervace zavisi zejména na prabéhu chlazeni a mrazeni (Clulow a kol.,
2008). Interakce mezi teplotou a typem pouzitého fedidla nasledné ovliviiuje odolnost spermii
vuci chladovému Soku (Stadnik a kol., 2015b). Rozsah poskozeni spermii zpusobenych
chladovym Sokem zavisi nejen na teploté, ale i na rychlosti poklesu teploty. Cim vyssi
je rychlost zchlazeni, tim vétsi je poskozeni spermii (Lemma, 2011), které urCuje naslednou
motilitu spermii po rozmrazeni (Andrabi, 2007). Usp&snost kryokonzervace spermii je tedy
ovlivnéna typem a pribéhem mrazici kiivky (Dolezalova a kol., 2015b).

Mrazeni a nasledné rozmrazeni byciho ejakulatu vede ke snizeni procenta
neporuSenych spermii a ke snizeni procenta zivotaschopnych spermii na pfiblizné 50 az 60 %
(Woelders a kol., 1997). V porovnani s Cerstvym ejakulatem je potieba tii krat vyssi davky
spermii pfi pouziti zmrazeného ejakulatu, aby bylo dosazeno stejné Urovné zabieznuti
(Van Essen a kol., 1995).

Krome technologie mrazeni ma vliv na ptezitelnost spermii v prubéhu kryokonzervace
zejména pouziti vhodného fedidla. Rizné faktory komplikuji kryokonzervaci spermii — patfi
mezi né¢ mechanické a biochemické namahani, volné radikaly odvozené od kysliku, vysoka

citlivost na zmeény osmotického tlaku, chlazeni, mrazeni a rozmrazovaci proces

(Garde a kol., 2008). Nejvhodngjsi fedidlo lze vybrat na zakladé vysledkd biologickych
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zkousek ejakulatu. Mezi vysledky téchto testd a skuteCnou plodnosti byly zjiStény vysoké
korelace (Louda, 2001).

Umeéla inseminace byla nejdiive provadéna Cerstvym a zchlazenym ejakulatem. Objev
kryoprotektivnich u¢inkd u glycerolu vroce 1949 (Polge a kol., 1949) vedlo k moznosti
mrazit spermie. Ackoli byl soufasné zkouméan uc¢inek nékolika potencialnich
kryoprotektivnich substanci (dimetylsulfoxid, propandiol), glycerol zistal jako nejvhodnéjsi
kryoprotektant pro spermie u vSech druhi zvirat (Aires a kol., 2003). Glycerol je znam jako
penetrujici kryoprotektant schopny vniknout do membrany spermie.

Cilem vétSiny studii pro uspéSnou kryokonzervaci spermii je urcit vhodna fedidla

ejakulatu veetné jejich kryoprotektantt a antioxidanti (Hu a kol., 2010).

2.7.1 Kryokonzervace - podminky

Kryokonzervace je dulezitym nastrojem asistované reprodukce, ktera také soucasné
zpusobuje ¢asteCné poskozeni gamet a zptsobuje u spermii zmény podobné kapacitaci znamé
jako kryokapacitace. Kryokonzervace vyvolava zmény spermatické membrany,
ktera se v dusledku toho stava reaktivnéjsi (citlivéjsi) vaci prostiedi po rozmrazeni
(Watson, 2000) a podléha kapacitaci mnohem rychleji, nez je tomu u Cerstvého ejakulatu
(Perez a kol., 1996). PfedCasna kapacitace po rozmrazeni souvisi s obtiznym zabtfezavanim,
tj. subfertilitou (Kuroda a kol., 2007).

Kryokonzervace byciho ejakulatu se stale potyka s problémem niz§i oplozovaci
schopnosti ve srovnani s Cerstvym ejakulatem, protoze vSechny procesy kryokonzervace
jakoje chlazeni, mrazeni nebo rozmrazovani vytvari oxidacni stres, ktery pusobi
na membranu spermie (Chatterjee a kol., 2001). Obecné oxidacni stres vede ke ztraté motility,
k poskozeni nebo sniZeni propustnosti plazmatické membrany spermie (White, 1993).

Je znamo, ze sav¢i spermie obsahuji vysoké koncentrace polynenasycenych mastnych
kyselin a jsou proto citlivé na oxidacni stres, ktery je zodpoveédny za produkci reaktivnich
forem kysliku (ROS — reactive oxygen species) (Cassani and Beconi, 2005). Fyziologicka
kapacitace spermii vyzaduje nizké koncentrace ROS. Za normélnich podminek je produkce
ROS v rovnovaze s vychytavanim pomoci antioxidanti; nadmérné mnozstvi ROS zhorSuje
funkce spermii a jejich enzymatickou aktivitu (Baumber a kol., 2000).

Sav¢i spermie jsou citlivé na enzym laktoperoxidazu, kterd nici strukturu lipidového
matrix spermatické membrany. PoSkozeni lipidové matrix nakonec zpusobi ztratu

membranové integrity, snizeni motility, ztratu oplozovaci schopnosti a poskozeni DNA
35



spermii, a to prostfednictvim oxidativniho stresu a produkci cytotoxickych aldehydia
(Baumber a kol, 2000). Superoxid dismutaza je enzym, ktery vychytava ROS
jako superoxidovy anion a hydroxylové radikaly a tim chrani spermie savca proti oxida¢nimu

poskozeni (Fridovich, 1985).

2.8 Redéni ejakulatu

Uspé&snost kryokonzervace zavisi na udrzeni oplozovaci schopnosti spermii. Pomoci
vhodného fedidla se musi vytvofit optimalni podminky pro zmrazeni spermii a zaroven
setak zvysi 1 objem odebraného ejakulatu, mnozstvi inseminacnich davek a ekonomika
podniku (Beran a kol., 2014).

Postup a zpusob fedéni spermatu je dulezitou soucasti pfipravy inseminacni davky.
Redénim se vytvaii podminky pro piezivani spermii mimo organismus. Dychanim spermii
vznikaji v ejakulatu produkty latkové vymeény — kyselina mlécna. Kyselina mlécna postupné
okyseluje prostiedi, zpomaluje pohyb spermii, navozuje anabidozu a jejich odumfeni
(Véznik a kol., 2004).

Proces fedéni musi byt zahijen do 15 minut po odbéru. Redéni piedchazi
makroskopické a mikroskopické zhodnoceni ejakulatu. Teplota fedidla 1 fedéného ejakulatu
musi byt stejnd (£ 1°C), aby se zabranilo chladovému $oku. Redidlo se vzdy piidava
do ejakulatu ur¢eného k fedéni postupné, za neustalého michani. Pouzivané fedidlo musi byt

sterilni a predehraté (Ball a Peters, 2004).

2.8.1 Stupen iredéni

Redéni savéich spermii v malych objemech s fyziologickym roztokem soli
nebo s jinymi izotonickymi roztoky zpusobuje aktivaci nebo excitaci jejich pohyblivosti.
Pfi nadmérném piidavku fedidla dochazi k nevratné ztrat€¢ motility, metabolické aktivity
a oplozovaci schopnosti spermii in vivo, znamé jako efekt tedéni (dilution effect)
(Mann, 1964). Mechanismus ztraty motility spermie pfi nadmérném fedéni se podoba starnuti
spermie v prubéhu skladovani v disledku chladového Soku a podobnych drastickych situaci,
ke kterym dochazi v dusledku destabilizace membrany spermie a zhorSeni jejich funkci

(Gillan a Maxwell, 1999).
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Geneticky vliv individuality byka vinseminaci je limitovan produkci spermii,
odbérem ejakulatu a jeho fedénim. Mnoho studii se zabyvalo zajisténim vhodného stupné
zabiezavani pfi mnozstvi spermii v inseminaéni davce (ID) 10 x 10° (Garner a kol., 1997).
Niz§i pocet spermii v jedné ID znamenal snizeni zivotaschopnosti spermii po rozmrazeni
(Maxwell a Johnson, 1999). Snizeni zivotaschopnosti spermii po rozmrazeni je ve vztahu
s objemem a koncentraci ejakulatu a koncentraci semenné plazmy pii konecném ziedéni
(Garner a kol., 2001).

Efekt fedéni byl zaznamenan u kraliki (Harrison a kol., 1982), u berani (Ashworth
akol., 1994), bykd (Garner a kol., 2001), kanci (Centurion a kol., 2003), u pst
(Wales a White, 1963), u hiebcti (Jasko a kol., 1992) a u muzi (Rowley a kol., 1990).
Pfirozené se objevuje u beraniho ejakulatu pii fedéni na méné nez 20 x 10° spermii/ml
(Garner a kol., 2001). Milovanov (1934) jako prvni popsal efekt fedéni. Semenna plazma,
ktera je soucasti zfedéného ejakulatu, mize zvysit nebo snizit efekt fedéni v zavislosti na jeji
koncentraci (Jasko a kol., 1992). Nicmén¢ jiné studie nezaznamenaly zadny vliv koncentrace
semenné plazmy na efekt fedéni, ale spise ukazuji na skutecnost, ze se na efektu fedéni podili
konecna koncentrace spermii (Garner a kol., 2001). Roli hraje také typ pfidaného fedidla,
jako je napriklad izotonické tfedidlo, fedidlo s vysokou molekulovou hmotnosti pridavku —
vajecny zloutek a mlécné fedidlo (Bredderman a Foote, 1971). Hayden a kol. (2012) dospéli
k zavéru, ze pii fedéni ejakulatu na pocet spermii 1 x 10%/ID bylo dosazeno vyssiho procenta
zabfezavani nez u insemina¢nich davek fedénych na mnozstvi 0,5 x 10° spermii.
Hayden a kol. (2015) zjistovali pfitomnost efektu fedéni pii fedéni ejakulatu hiebca
komercné dostupnymi fedidly. Efekt fedéni se dostavuje pfi pfidavku velkého mnozstvi
fedidla k cerstvému ejakulatu, coz mé za nasledek nizkou koncentraci spermii a mé Skodlivy
vliv na kvalitu (motilitu) spermii.

Redéni ejakulatu na nizky pocet spermii v ID zptsobuje sniZenou Zivotaschopnost
spermii po rozmrazeni. Divodem tohoto poklesu je nedostatecné mnozstvi zasadnich slozek
plazmatické membrany, pii vys$Sim fedéni a v pribéhu mrazeni (Vera-Munoz a kol., 2009).
V této studii byly hodnoceny ucinky kryokonzervace pii vysokém stupni fedéni na motilitu
spermii a integritu cytoplazmatické membrany pii pouziti fedidla Bioxcell® s pfidavkem LDL
(8% LDL) v porovnani se standardnim zloutkovym fedidlem Triladyl® (20 % vajeéného
Zloutku). Bylo vyuzito 3 stupiii fedéni 120 x 10° 60 x 105 20 x 10° spermii/ml,
coz odpovidalo poétu spermii 30 x 10°% 15 x 10%, 5 x 10° vjedné ID o objemu 0,25 ml.
Nejvyssi motilita spermii a integrita plazmatické membrany po rozmrazeni byla zaznamenana
u vSech pouzitych fedidel pfi nejvys§im poétu spermii 30 x 10%ID, pficemz nejvyssich
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prumérnych hodnot motility bylo dosazeno pii fedéni fedidlem s pfidavkem 8 % LDL.
Motilita spermii i integrita plazmatické membrany se liSily v zavislosti na pouzitém fedidle,

coz naznacuje, ze fedidla maji rizné Gcinky na plazmatickou membranu a struktury biciku.

2.8.2 SloZeni redidel

Slozeni fedidel spermatu byka zasadné ovliviiuje zivotaschopnost a oplozovaci
schopnost spermii v inseminacni davce. Jako tfedidla jsou dostupné specifické biochemické
latky, které predchazeji poskozeni spermii v priabéhu mraziciho procesu (snaha zabranit
chladovému Soku) a zlepsuji jejich motilitu po nasledném rozmrazeni (Siddigue a kol., 2006).
Redidlo musi byt zdrojem energie pro spermie, musi mit dobrou pufrovaci schopnost
(Rasul a kol., 2000), musi obsahovat malé mnozstvi elektrolytu, musi zajistit pozadovany
osmoticky tlak, stalou hodnotu pH, nesmi byt toxické pro spermie (Beran a kol., 2014),
musi byt sterilni a ekonomicky dostupné (Ball a Peters, 2004).

Z pocatku doby vyvoje inseminace bylo by¢i sperma pfed pouzitim fedéno
a konzervovano jen kratkodobé€, po dobu maximaln€ 96 hodin (Verberckmoes a kol., 2005)
ainseminace se provadela cerstvym nebo chlazenym ejakulatem (Papa a kol., 2015).
Byly prokdzany negativni zmény v bunécnych membranach spermii v zévislosti na délce
ulozeni a na pouzitém fedidle (Frydrychova a kol., 2010). K rozhodujici kvalitativni zméné
ve vyuziti inseminace doslo v§ak teprve po uspesném vyvoji kryokonzervace a dlouhodobého
uchovavani byciho spermatu v tekutém dusiku a jejim zavedeni do Siroké praxe
(Louda a kol., 2008). S objevenim slozky kryoprotektanti a vyhod spojenych s pouzitim
fedidel a kryokonzervace, bylo postupné omezovano pouziti Cerstvého nebo chlazeného
ejakulatu (Papa a kol., 2015). Ve srovnani s Cerstvym ejakulatem, se stejnym poctem spermii,
kryokonzervované sperma piinasi ov§em nizsi plodnost.

Mezi zékladni stavebni kameny fedidla v soucasné dobé patii bi-destilovana voda
slouzici jako nosi¢ ostatnich komponent, kryoprotektiva, pufry, cukry, antibiotika,

aminokyseliny a mastné kyseliny (Beran a kol., 2014).

2.8.2.1 Kryoprotektiva

Biochemické a anatomické vlastnosti spermii muzou byt bé€hem zmrazovani

pozménény. Pro zvySeni prezitelnosti bunék se pfed zmrazenim k ejakulatu piidavaji
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kryoprotektanty (Loomis a Graham, 2008). V diasledku toho se neustale zkouma nejvhodnéjsi
pouziti fedidla, které ochrani spermie in vivo. Kryoprotektiva chrani buriky pfed roztrhanim
ledovymi krystaly, které wvznikaji béhem procesu mrazeni, taktéz chrani buiky
pted chladovym Sokem a zvySuji jejich odolnost (Ball a Peters, 2004).

Kryoprotektivni latky mazeme rozdélit do dvou skupin. Prvni skupinou jsou latky
penetrujici do spermie skrz cytoplazmatickou membranu, pasobici intra- i extra- celularng.
Tyto latky mohou mit toxicky vliv na spermie, a to destabilizaci membran a denaturaci
proteini a enzymd (Swain a Smith, 2010, Rosato a lafaldano, 2013). Zvysuji tekutost
membran pomoci usporadani membranovych lipidu a bilkovin, které se projevuje vétsi
dehydrataci pii nizsich teplotach a snizenou formaci ledu uvnitt bunék (Holt, 2000).

Druhou skupinou jsou nepenetrujici latky, které puasobi pouze extracelularng.
Jedna se zejména o bilkoviny, aminokyseliny a cukry, které se chovaji jako osmoprotektanty
(pomahaji spermiim stabilizovat vnitini prostedi pii osmotickém stresu) a které mohou mirnit
poskozeni zplisobena penetrujicimi kryoprotektanty (Swain a Smith, 2010). Nicméné
oba typy kryoprotektanti vyvolavaji zmény objemu, ktery muze poskodit buiky
(Loomis a Graham, 2008).

2.8.2.1.1 Penetrujici kryoprotektanty

Do této skupiny fadime zejmeéna:
- glycerol

- dimetylsulfoxid

- etylenglykol

- metanol

- fosfolipidy

- low-density-lipoprotein (LDL)
- monosacharidy a

- dimetylacetamid.

2.8.2.1.1.1 Glycerol

Glycerol je nejpouzivanéjSim penetrujicim kryoprotektantem pti konzervaci spermatu
bykd. Spolu sionty a makromolekulami zastava nezbytnou funkci béhem procesu mrazeni,

kdy chrani spermie pfed mechanickym poskozenim (De Leeuw a kol., 1993) a snizuje bod
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mrznuti intra- 1 extra- celularni tekutiny na hodnoty pod bodem mrazu vody
(Medeiros a kol., 2002). Tim dochazi k omezeni vlivu nizké teploty na koncentraci roztokt
a rozdily osmotickych tlaki (Amann a Picket, 1987).

Optimalni koncentrace glycerolu je ovlivnéna ostatnimi komponenty fedidla
(Woelders a kol., 1997). Ovsem glycerol prostupujici do bunék muze byt v urcité koncentraci
toxicky a mize vyvolat poskozeni membran a nasledné snizeni pohyblivosti spermii
(Medeiros a kol., 2002). Pokud je pouzit ve vysokych koncentracich, tak mize zptasobovat
zavazna osmotickd poSkozeni, protoze prekondva membrany spermii mnohem pomaleji,

nez jiné kryoprotektanty (Guthrie, 2002).
2.8.2.1.1.2 Dimetylsulfoxid, etylenglykol a metanol

Dimetylsulfoxid (DMSO), ma podobné kryoprotektivni tucinky jako glycerol
(Lovelock a Bishop, 1959). Pii kryokonzervaci spermatu kraliki bylo pifi pouziti DMSO
dosazeno vys$si motility spermii po rozmrazeni ve srovnani s glycerolem (Rosato a laffaldano,
2013).

U kryoprotektantli s nizkou molekularni hmotnosti, jako je etylenglykol, se pak
predpoklada niz§i rozsah poSkozeni spermii, nebot' diky své nizké molekulové hmotnosti
prekonavaji snadnéji membrany spermii (Moore a kol., 2006). Etylenglykol byl pouzit jako
nahrada glycerolu pfi mrazeni spermatu hiebci (Henry a kol,, 2002) a berand
(Molinia a kol., 1994).

Guthrie a kol. (2002) srovnavali pasobeni glycerolu, DMSO a etylenglykolu. Dospéli
k zavéru, ze nejvyssi motilita spermii byla detekovana u vzorkd fedénych etylenglykolem.
Naproti tomu Tasdemir a kol. (2013) urcili jako nejvhodnéj$i kryoprotektantem glycerol
0 6% koncentraci v fedidle.

Metanol je dalSim moznym kryoprotektantem. Byl s uspéchem pouzit pii mrazeni

spermatu lososovitych ryb (Lahnsteiner a kol., 1997).

2.8.2.1.1.3 Vajecny Zloutek

Vajecny zloutek je zakladni komponentou fedidel spermatu bykt od roku 1939,
kdy byly objeveny jeho pfiznivé ucinky na ochranu semene vici chladovému Soku
a na ochranu membran béhem zmrazeni a rozmrazeni (Amirat a kol., 2004), zlepsuje jejich
funkce a udrzuje jejich oplozovaci schopnost (Barak a kol., 1992). Frakcemi vajec¢ného
zloutku, které chrani spermie béhem chlazeni a mrazeni, jsou fosfolipidy a LDL

(Kampschmidt a kol., 1953; Quinn a kol., 1980; Medeiros a kol., 2002). Naopak high-density-
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lipoprotein (HDL), obsazeny ve zloutku, ma opacné ucinky nez lowe-density-lipoprotein
(LDL) (Bergeron a kol. 2004), ktery zpusobuje vylouceni cholesterolu z plazmatickych
membran spermie, coz mé za nasledek zménu tekutosti téchto membran a vyssi citlivost
spermii k chladovému Soku (Amirat a kol., 2005). Déle urychluje kapacitaci spermii

a zéaroven spousti akrozomovou reakci (Anton a kol., 2003).

Literatura wuvadi, ze optimalni koncentrace vajeéného zloutku v tedidle
pro kryokonzervaci byciho ejakulatu je 20 %. Ve vétSich koncentracich se vajecny zloutek
stava pro spermie toxickym (Sansone a kol., 2000; Moussa a kol., 2002; Amirat a kol., 2004).
Dalsi nevyhodou zloutku je jeho nekonzistentni slozeni a vajecna granula, ztézujici stanoveni
motility spermii (Ansari a kol., 2010). Pfidani Cerstvého Zzloutku do fedidla piedstavuje
znacné hygienické riziko (Bousseau a kol., 1998), coz je dalsi velkou nevyhodou vaje¢ného
Zloutku. Proto se do komeréniho fedidla Optidyl® pfidava vionizované formé

nebo se od n¢j uplné upousti a je nahrazen sdjovym lecitinem (De Leeuw a kol., 2000).

2.8.2.1.1.4 LDL (Nizkodenzitni lipoprotein)

Mrazeni ovliviiuje lipidové zastoupeni a chemické slozeni plazmatické membrany
spermie (Manjunath a kol., 2002). Pfedpoklada se, ze LDL pfimo nebo nepiimo ovliviiyje
zmény plazmatické membrany spermie v prubéhu vyroby ID (Bergeron a kol., 2004).
K purifikaci vajecného zloutku se standardné vyuziva hustotni gradientova centrifugace
(Pace a Graham, 1974). Tato technika izolace poskytuje dokonale Cisty LDL. Nicméné cely
postup je velmi Casové naroény a mnozstvi vyextrahovaného LDL je velmi malé,
coz prozatim brani komerénimu vyuziti této metody (Moussa a kol., 2002).

Bylo navrzeno né€kolik hypotéz pro vysvétleni mechanismi puasobeni LDL
na spermie. Manjunath a kol. (2002) a Bergeron a kol. (2004) poskytli vysvétleni,
ze LDL chrani spermie sekvestraci proteinti v semenné plazmé (BSP) s ohledem na to,
ze hlavni proteiny semenné plazmy se vazou na povrch spermie v prubéhu ejakulace
a stimuluji tak vyplach cholesterold a fosfolipidi z membrany spermie. Diky specifickému
vztahu LDL a BSP, LDL snizuje navazani hlavnich proteinii semenné plazmy na spermie
a muze tak zabranit vyplaveni lipidi ze spermatické membrany. Bergeron a Manjunath (2006)
dospéli k zavéru, ze LDL =zachytava skodlivé proteiny semenné plazmy a zlepSuje
tak Uispésnost mrazeni spermii. Nicmén€ presny zpusob ochrany spermii a pfidavku LDL
na jejich motilitu je zatim nejasny (Bathgate a kol., 2006). Vajecny zloutek také poskytuje

ochranu spermiim, ale soucasné obsahuje komponenty zplisobujici inhibici dychani spermie
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asnizeni jejich motility. Tyto komponenty pravdépodobné v LDL  chybi
(Kampschmidt a kol., 1953).

V poslednich letech byl nové v né€kolika studiich testovan naptiklad pozitivni vliv
LDL vaje¢ného zloutku na morfologickou strukturu spermii a vys$si troven jejich prezitelnosti
po rozmrazeni urtznych druhG zvifat: psi (Bencharif a kol,, 2012), buvola
(Andrabi a kol., 2008; Akhter a kol., 2011), berand (Watson, 1981; Moustacas a kol. 2011),
kanci (Jiang a kol., 2007, Hu a kol., 2008), hiebci (Pillet a kol., 2011), kozla
(Ali a kol., 2008). V neposledni fadé byl také studovan vliv na spermie byka (Vera-
Munoz a kol., 2011; Amirat-Briand a kol., 2010), Jejich vysledky naznacuji vyznamny
a pozitivni kryoprotektivni efekt LDL s naslednym zlepSenim oplozovaci schopnosti ID.

Podle Moussa a kol. (2002) se jako optimalni koncentrace jevi 8% ptidavek LDL
v fedidle. Bylo také publikovano n€kolik raznych studii, v kterych byl sledovan efekt LDL
na prezitelnost spermii po rozmrazeni v porovnani s komeréné vyrabénymi fedidly. Napriklad
Amirat a kol. (2004) porovnavali LDL s Optidylem® (komeréni Zloutkové tedidlo).
Dosli k zavéru, ze spermie mrazené v LDL maji vys$si motilitu (54,4 % versus 30,2 %;
P <0,05), pficemz integrita akrozomu a plazmatické membrany byla u obou fedidel shodna.
Vroce 2005, Amirat a kol. (2005) opét porovnavali LDL, tentokrat sjinymi fedidly:
s Triladylem® (komeréni Zloutkové fedidlo) a Biociphosem-Plus® (komeréni bezzloutkové
fedidlo). Aktivita spermii po rozmrazeni byla dvakrat vyssi (p < 0,05) v Biociphosu-Plus®
(64 %) a LDL (61 %) nez v Triladylu® (32 %). Na zakladé vSech dosazenych vysledkl
opét konstatovali, ze fedidlo na bazi LDL nejlépe chrani zmrazené spermie.

Vyhodou fedidel s pfidavkem LDL oproti standardnim zloutkovym fedidlim je méné
slozité chemické slozeni LDL a fakt, ze neobsahuje Zzloutkova granula, coz usnadiuje

mikroskopické posouzeni spermii (Amirat a kol., 2004).

2.8.2.1.1.5 Monosacharidy

Spermie spotfebovavaji energii, pokud maji prezit v in vitro podminkach. Za timto
ucelem se do fedidel pfidavaji jednoduché cukry, jako napfiklad fruktéza, laktoza
nebo kyselina citronova (Amirat a kol., 2005). Kromé& toho, cukry hraji roli pfi ochrané
zivotaschopnosti spermii po rozmrazeni. Pridavek cukrii jako kryoprotektantd byl navrzen
pro zmirnéni komplikaci v pribéhu mraziciho procesu — piitomnost cukri pravdépodobné
zvySuje odolnost membran k rychlym fyzikalnim a morfologickym zménam, které nastavaji

pfi rychlém vylou€eni vody ze spermii (Beran a kol., 2014). Woelders a kol. (1997) uvedli,
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ze mrazici médium na bazi cukru by mohlo byt pfinosné pro konzervaci bycich spermii diky
zmirnéni velké koncentrace soli béhem dehydratace spermii.

Akhter a kol. (2014) zjistovali vliv pfidavku fruktézy do fedidel na zabfezavani.
Byla pouzita fedidla na bazi suSeného mléka s pfidavkem fruktézy a bez pifidavku. Podil

zabtezlych krav po inseminaci byl vyssi u davek s pridavkem fruktozy.

2.8.2.1.2 Nepenetrujici kryoprotektanty

Do této skupiny dle De Leeuw a kol. (1993) radime latky, které se chovaji jako
osmoprotektanty, kterymi jsou zejména:

- aminokyseliny

- disacharidy

- bovinni sérovy albumin (BSA) a

- trehaloza.

Jedna se o latky plsobici extra-celularné, které mirni poskozeni zplsobena
penetrujicimi kryoprotektanty. Jsou méné toxické nez penetrujici kryoprotektanty, inhibuji
rast ledu a pomahaji spermiim stabilizovat vnitini prostfedi pii osmotickém stresu (Cleland
akol., 2004), ¢imz redukuji mnozstvi potfebnych penetrujicich kryoprotektanti (Swain
a Smith, 2010). Jedna se o latky vyznacujici se niz§i molekularni hmotnosti, hydrofilii
anulovou toxicitou. Diky své neschopnosti prekonat plazmatickou membranu vytvareji
osmoticky tlak, ktery snizuje bod mrazu média a tim 1 tvorbu extracelularniho ledu

(Aisen a kol, 2002), ¢imz poskytuji buiikkam spermii ochranu.
2.8.2.1.2.1 Aminokyseliny

Aminokyseliny zaji§tuji ochranu struktury biologické membrany spermie b&éhem
procesu mrazeni a rozmrazovani diky svym antioxida¢nim vlastnostem. Mezi pouzivané
aminokyseliny patfi zejména glutamin (Amirat-Briand a kol., 2009; Bucak a kol., 2009;
Tuncer a kol., 2011) a cystein (Topraggaleh a kol., 2014).

Studie Sariozkan a kol. (2009) a Tuncer a kol. (2010) prokazaly, ze ptidavek cysteinu
do fedidel zlepsil motilitu a zivotaschopnost rozmrazenych spermii.

Dle Yamada a kol. (2011) mUze glutamin vyvolat expresi HSP proteinti v in vivo
1 v invitro prostiedi a lze jej vyuzit jako kryoprotektiva pro zlepSeni kvality rozmrazenych
spermii. Studie Bucak a kol. (2009) a Tuncer a kol. (2011) prokazaly, ze ptidavek glutaminu

do fedidla pfed mrazenim mél za nasledek vysokou kvalitu spermii po mrazeni.
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Topraggaleh a kol. (2014) zjistili, ze pifidavek 7,5 mmol cysteinu a 15 mmol glutaminu

vyrazné zvy$il motilitu spermii a integritu membran po rozmrazeni spermii.
2.8.2.1.2.2 Disacharidy

Nepenetrujici cukry prispivaji k bunééné dehydrataci pfed zmrazenim, di- a tri-
sacharidy zvySovanim osmotické dehydratace (Sun a kol., 1978). Ptidavek cukru do fedidla
se ukazal jako vhodny, protoze cukr neni schopny se rozptylit pfes plazmatickou membranu.
Proto laktoza, sacharoza, rafindza anebo dextrany prfidavané do ftedidel puasobi
jako kryoprotektanty.  V takovychto slouCeninach vytvaii cukr osmoticky tlak,
proto se zde intracelularni ledové krystaly vyskytuji méné. Cukr také reaguje s fosfolipidy
v cytoplazmatické membrané, reorganizuje membranu a zpusobuje, Zze jsou spermie schopné
preziti béhem procesu kryokonzervace (Aisen a kol., 2002).

Cukry jako je rafindza, trehaléza ve vysoké koncentraci v roztoku podporuji
vylucovani vody zbun€k a tim snizuji moznost tvorby intracelularnich ledovych krystalt
(Agca a kol., 2002). Uginek rafindzy ve vztahu k oxidaénimu stresu je povazovan za nepiimy,
dale blokuje extracelularni tvorbu ledu (Storey a kol., 1998). Nicméné jejich ucinky jsou
zavislé na teploté skladovani, na jejich molekulové hmotnosti a pouzitém pufru v fedidle
(Abdelhakean a kol., 1991, Garde a kol., 2008). AvSak bylo zaznamenano poskozeni
prospésnych antioxidacnich a kryokonzervacnich ucinkd cukri vlivem chladového Soku
a procesem mrazeni/rozmrazovani (Bucak a kol, 2007, Malo a kol, 2010;
Tuncer a kol., 2010). Tuncer a kol. (2011) porovnavali vliv cukra jako trehal6za, sachardza
arafindza v komerénim fedidle Optidyl® doplnéném o glutamin na parametry spermit,
oplozovaci schopnost spermii. Zjistili, ze lepSich vysledki motility spermii bylo dosazeno
pfi pouziti kombinace rafindzy a glutaminu nebo glutaminu samotného v fedidle.

Kryoprotektivni vlastnosti riznych cukrti byly dokumentovany u mnoha riznych typa
bunék (Yildiz a kol., 2000; Bucak a Tekin, 2007). Disacharidy poskytuji vynikajici ochranu
pro motilitu spermii, integritu cytoplazmatické membrany a oplozovaci schopnost
rozmrazenych spermii (Garde a kol., 2008). Trehal6za ukézala lepsi kryoprotektivni vlastnosti
oplozovaci schopnosti spermii po rozmrazeni u spermii mysSi, berand a byka

(Aisen a kol., 2002).

2.8.2.1.2.3 Bovinni sérovy albumin

Bovinni sérovy albumin (BSA) neposkytuje spermiim ochranu, pokud je jedinym

kryoprotektantem v fedicim médiu. Dobrych vysledkti mrazeni (aktivita, celistvost membran)
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a zabfezavani bylo dosazeno v kombinaci BSA s trehal6zou a sachar6zou. V kombinaci BSA
/ sacharoza bylo u kraliki dosazeno podobnych vysledka v zabfezavani jako pfi inseminaci

cerstvym semenem (Rossato a laffaldano, 2013).

2.8.3 Typy redidel

2.8.3.1 Bezzloutkova redidla

Jedna se o fedidla na bazi glycerolu, obsahujici lecitin, bilkovinu ziskanou extrakci
ze sojovych bobu, jako nahradu =za vajeCny zZloutek nebo Zloutek a mléko
(Nehring a kol., 2005). Nejpouzivangjsim bezZloutkovym fedidlem v Ceské republice
je AndroMed® (MiniTiib GmbH, Tiefenbach, Némecko), dale je na trhu dostupné fedidlo
Bioxcell®, v minulosti Biociphos-Plus® (ob& IMV, L*Aigle, Francie).

Mezi bezzloutkova fedidla dale fadime napft. citratové fedidlo nebo citratové fedidlo
s ptidavkem cukru (laktéza, sachardza, rafindza). Déle jsou k dispozici mlécna tedidla
v kombinaci s fruktozou nebo citraitem, ftedidla na bazi laktozy, sachardzy, Tris
(hydroxymethylaminomethan) a dalsi (Salamon a Maxwell, 1995).

Dale byl nové napriklad testovan piridavek iodoxanolu do fedidel, ktery napomaha
spermiim v zachovani jejich motility, integrity membran, vytvari pro né€ lepsi prostiedi a brani
vzniku ledovych krystalti béhem mrazeni a rozmrazeni (Saragusty a kol., 2009).

Hu a kol. (2009) sledovali vliv trehalozy na spermie kanci, Tonieto a kol. (2010)
se zabyvali jejim pusobenim na spermie berani a Reddy a kol. (2010) posuzovali interakci
tohoto disacharidu a taurinu u spermii buvolt. Alternativou nejsou jen uvedené sacharidy,
dale bylo také posuzovano pusobeni aminokyseliny glutaminu (Amirat-Briand a kol., 2009;
Tuncer a kol. 2011). V soucasnosti vSak nejsou dostupnd komeréné vyrabéna ftedidla
obsahujici tyto latky, kterd by ve vysledku mohla zlepsit kvalitu inseminacnich davek.
Proto vyvo; komeréniho fedidla obsahujicitho nové komponenty zlepSujici jeho
kryoprotektivni Gc¢inky s jeho naslednym praktickym uplatnénim muze pfispét ke zvySeni
kvalitativnich ukazatelti inseminacnich davek byku a tim i k vy$Simu zabfezavani plemenic

skotu.

2.8.3.2 Zloutkova fedidla

Dalsi skupinu tvoti fedidla zloutkova, jejichz zakladni komponentou je jiz od roku

1949 vajecny zloutek (Polge a kol., 1949). Je stale popularni, ackoliv pfidanim Cerstvého
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zloutku se slozeni fedidla stava velmi variabilnim (Amirat a kol., 2004). V soucasnosti
je vajeény zloutek do fedidel piidavan bud tésné pied jejich pouzitim, napt. Triladyl®,
Biladyl® a BoviPro CryoGuard® (vSechna Minitiib, Tiefenbach, Némecko), BullXcell® (IMV,
L‘Aigle, Normandie, Francie) nebo je pfidavan v ionizované formé pfi vyrobé&, napi. Optidyl®
(Biovet, Fleurance, Francie), Steridyl® (Minitiib, Tiefenbach, Némecko).

Jejich pouziti je doporuovano, protoze vyborné chrani spermatické buriky (Celeghini
a kol., 2008). Nicmén¢ od pouzivani vajecného Zzloutku jako kryoprotektiva se v posledni
dobé upousti, protoze predstavuje velké hygienické riziko (Thun a kol., 2002). Kromé toho,
nekteré studie (naptf. Amirat a kol., 2005) prokazaly, ze fedidla na bazi vaje¢ného zloutku
mohou mit negativni vliv na respiraci a pohyblivost spermii. Proto byla snaha odebrat cely
vajecny zloutek zftedidel spermatu byka (Pace a Graham, 1974). Tito autofi Cistili vajecny
zloutek ultracentrifugaci a objevili, ze frakce zloutku znama jako LDL méa kryoprotektivni
ucinky (viz vySe). Toto zjisténi bylo potvrzeno také studiemi Demianowicz a Strezek (1996),

Moussa a kol. (2002), Amirat a kol. (2004), ktefi dosli ke stejnému zavéru.
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3 HYPOTEZY A CIL PRACE

Hypotézy:

o Ruzné slozeni fedidel inseminacnich davek byku, pfipadné ptidavek vybrané

substance do bézné€ pouzivanych fedidel inseminacnich davek bykt zvysi
jejich kryoprotektivni t¢inek projevujici se vyssi trovni prezitelnosti spermii
v prubéhu procesu vyroby insemina¢nich davek a vyssi oplozovaci schopnosti

po rozmrazeni.

Soucasné existuje predpoklad, ze rozdilnd koncentrace pifidavku vybrané
substance s kryoprotektivnim ucfinkem do bézné€ pouzivanych fedidel
inseminacnich davek bykl, riznym zptasobem ovlivni prezitelnost spermii
pii vyrobé inseminacnich davek bykd 1 jejich oplozovaci schopnost

po rozmrazeni.

Cile prace:

o Vyhodnotit uginky riznych bazi 3 komeréné dostupnych fedidel — AndroMed®

(na bazi séjového lecitinu), Optidyl® (s pfidavkem ionizovaného vaje¢ného
zloutku) a BullXcell® (s piidavkem &erstvého vajeéného zloutku) — na kvalitu

bycich spermii.

o Vyhodnotit vliv pfidavku riznych koncentraci LDL do 2 vybranych komercné

dostupnych fedidel spermatu byk(i — AndroMed®™ a Bioxcell® (obé na bazi
sojového lecitinu) na prezitelnost a oplozovaci schopnost spermii po jejich

rozmrazeni, po chladovém Soku a po tepelném testu prezitelnosti spermii.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Odbér spermatu

Odbér spermatu probihal na inseminacni stanici bykt spolecnosti Natural, spol. s r. 0.
v Hradistku pod Mednikem (CR, Stiedotesky kraj). Sperma bylo opakované odebirano
od predem vybrané skupiny holstynskych bykt pouzivanych k reprodukci stejného véku, typu
ustijeni a podminek chovu. Byci byli krmeni stejnou krmnou davkou, ktera obsahovala seno,
slamu, s6jovy Srot, smés obilnych Srotd (ovesného, pSenicného a jecného) a smes mineralnich
latek od firmy VVS Vermétovice, vyrobenou pfimo pro potfeby inseminacni stanice.

Vsichni byci byli standardné vyuzivani pro komercni ucely. Po standardnim odbéru
spermatu pomoci umeélé vaginy vyhodnotil vySkoleny personal v laboratofi vstupni kvalitu
kazdého odebraného vzorku spermatu. Hlavnimi parametry byly objem (VOL g), hustota
spermii (DEN x 10° mm™) a procento motility (MOT %). Pro dalsi zpracovani byla
vyzadovana minimalni koncentrace a pohyblivost spermii (DEN 0,7 x 10° mm™ a MOT
70 %).

Pro vyhodnoceni vlivu pfidavku riznych koncentraci LDL do vybranych komer¢né
dostupnych fedidel spermatu bykd na prezitelnost a oplozovaci schopnost byla vybrana
skupina plemennych bykd (n = 8) dojenych plemen (H, C) se zietelem na objektivni
hodnoceni odpovidajiciho vyzivného a zdravotniho stavu.

Pro vyhodnoceni ucinkd 3 riznych komercné€ dostupnych fedidel byla vybrana
skupina bykd (n = 4) plemene H.

Ejakulat hodnocenych bykua byl odebiran standardnim postupem (Louda a kol., 2007)

do umélé vaginy odbornym personalem inseminacéni stanice.

4.2 Hodnoceni spermatu po odbéru

Odebrané vzorky ejakulatu byly hodnoceny ihned po odbéru v laboratofi inseminacni
stanice podle standardni metodiky (Vé&znik a kol., 2004) proskolenymi laborantkami. Ejakulat
byl nejprve zhodnocen senzoricky na pfitomnost cizich pfimisenin a zapacht. Dale byla
na spektrofotometru SPEKOL 11 (Carl Zeiss, Jena, Némecko). zméfena koncentrace spermii
v ejakulatu, zvazenim na digitalni automatické vaze Scout Pro (OHAUS CORPORATION,
New Jersey, USA) bylo stanoveno jeho mnozstvi a aktivita spermii byla hodnocena pomoci

mikroskopu MEOPTA (MEOPTA — optika, s.r.o., Pierov, CR) s fizovym kontrastem
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subjektivni metodou. K dalSimu zpracovani bylo pouzito pouze sperma o koncentraci
minimalng 0,7 x 10° spermii / mm?® s miniméalni aktivitou 70 % (piimodary pohyb

za hlavickou, odpovidajici rychlosti).

4.3 Zpracovani spermatu

v o

4.3.1 Zpracovani pro hodnoceni ucinki riiznych bazi redidel

Pro hodnoceni ucinkii riznych bazi fedidel na kvalitu inseminacnich davek
hodnocenim pohyblivosti spermii, zivotaschopnosti, narusenim plazmatické membrany
a akrozomu a mitochondridlni aktivitou béhem dvouhodinového testu termorezistence
po rozmrazeni (TT) komercné dostupnych fedidel byciho spermatu pro kryokonzervaci
riznych typd byly vybrana 3 v soucasné dobé nejpouzivangjsi fedidla — AndroMed®
(MiniTub GmbH, Tiefenbach, Némecko) bezvaje¢ného zloutku na bazi s6jového lecitinu,
Optidyl® (Biovet, Fleurance, Francie) na bazi ionizovaného zloutku a BullXcell®
(IMV, LAigle, Normandie, Francie) na zdkladé Cerstvého vaje¢ného zloutku.

Kazdy odebrany ejakulat byl rozdélen na 3 stejné Casti a kazda Cast byla ziedéna
vjiném komercné vyrabéném ftedidle, liSici se typem pouzitého kryoprotektiva. Prvnim
vybranym fedidlem byl AndroMed®, standardné pouzivané fedidlo bez vaje¢ného Zzloutku
obsahujici extrakt ze sdjového lecitinu a antibiotika (Gentamycin, Spectinomycin,
Linkomycin a Tylosin). Druhym bylo fedidlo Optidyl®, obsahujici ionizovany vajecny
zloutek, Tris a antibiotika (Streptomycin, Penicilin, Linkomycin a Spectinomycin). Tretim
tfedidlem byl BullXcell® s 20% ptidavkem &erstvého vaje¢ného zloutku. Ziedéné sperma
bylo naplnéno do pejet (0,25 ml, IMV, L’Aigle, Normandie, Francie), poté¢ bylo pomalu
ochlazeno na + 4 °C a ekvilibrovano po dobu 2 hodin v chladicim boxu.

Pro zmrazeni byla pouZita metoda pfimého zmrazeni v mrazicim boxu Minidigitcool®
(IMV, Cryo Bio System, L’Aigle, Normandie, Francie). Ztedéné sperma bylo zmrazeno
pomoci dvoufazové kifivky zmrazovani (Dolezalova a kol. 2015) a poté skladovano

v inseminacnim kontejneru s LN2 (tekutym dusikem).

4.3.2 Zpracovani pro hodnoceni piidavku riznych koncentraci LDL

Pro hodnoceni piidavku raznych koncentraci LDL (4, 6 a 8 %) byla porovnavana

2 komerén& vyrabéna bezzloutkova fedidla AndroMed® (MiniTib GmbH, Tiefenbach,
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Némecko) a Bioxcell® (IMV, L¢Aigle, Francie), kazdé v kontrolnim vzorku (0 % procent
ptidavku LDL) av pokusnych variantach obohacenych o 4, 6 a 8 % pfidavku LDL,

jak je uvedeno v tabulce €. 1.

Tabulka & 1 — Vzorky inseminacnich davek dle pouZitych redidel a koncentraci LDL

Oznaéeni vzorku Redidlo Piidavek LDL
A0 AndroMed® 0 % - kontrola
A4 AndroMed® 4 %
A6 AndroMed® 6%
A8 AndroMed® 8 %
BO Bioxcell® 0 % - kontrola
B4 Bioxcell® 4 %
B6 Bioxcell® 6 %
BS Bioxcell® 8 %

Redidla byla pfipravovana vzdy v den odb&ru podle navodu vyrobce. Cisty,
dialyzovany LDL cholesterol, extrahovany z vajecného zloutku byl pfipravovan v souladu
s metodikou dle Moussa a kol. (2002). Slepi¢i vejce byla ziskavana od spolenosti Biopharm®
(BIOPHARM spol. s r.0., Rajec Jestiebi, CR) a produkce LDL frakce byla zajiitovana firmou
Henna (Henna s.r.0., Novy Ji¢in, CR).

Odebrany a vyhodnoceny ejakulat byl nasledné rozdélen na 8 dili a kazdy dil
byl nafedén jinym fedidlem dle tabulky & 1 na 10 x 10° aktivnich spermii v inseminaéni
davce po rozmrazeni. Nafedény ejakulat byl nasledné naplnén do pejet o objemu 0,25 cm?,
zchlazen na teplotu 4 °C, ekvilibrovan po dobu 2 hodin a mrazen v automatickém mrazicim
boxu Minidigitcool (IMV, Cryo Bio Systém, L‘Aigle, Normandie, Francie) standardni
mrazici kfivkou pro sperma byka. Z kazdého dilu bylo vyrobeno cca 30 kust inseminacnich
davek, které byly po zmrazeni ulozeny v kontejneru s LN2 (tekutym dusikem) na uskladnéni

inseminacnich davek pfi teplote - 196 °C.

4.4 Rozmrazovani spermatu a hodnoceni vzorkii

Inseminacni déavky byly dale po rozmrazeni hodnoceny ve specializovanych

andrologickych laboratofich Katedry chovu hospodarskych zvirat a Katedry veterinarnich
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disciplin Fakulty agrobiologie, potravinovych a pfirodnich zdroji Ceské zemddélskeé

univerzity v Praze.

4.4.1 Hodnoceni vlivu baze redidla

Rozmrazovani spermatu a hodnoceni vzorku

POSTUP: Pejety byly rozmrazovany ve vodni lazni o teplot¢ 38 + 1 °C po dobu
30 sekund a nasledné hodnoceny. Celkova motilita spermii udavana v % byla hodnocena
pomoci metody CASA — pocitadem asistovana analyza spermii (SCA®™ Production v. 5.3,
MICROPTIC, Barcelona, Spanélsko) s mikroskopem s fazovym kontrastem Eclipse E200
(Nikon®, Tokio, Japonsko) pii 200 — 300nasobném zvétSeni, pficemz bylo hodnoceno
minimalné 5 zornych poli na kazdou pejetu dle Tuncer a kol. (2011).

Dale bylo provedeno vyhodnoceni prutokové cytometrie, jak je popsano dle Savvulidi
a kol. (2021) s malou modifikaci v hodnoceni celkové zivotaschopnosti, protoze
zivotaschopné spermie byly hodnoceny jako buiiky s intaktni plazmatickou membranou
a intaktnim akrozomem.

Analyzy probéhly bezprostfedné po rozmrazeni inseminacni davky a poté po uplynuti
1 a 2 hodiny trvajici inkubaci. Pro kazdou analyzu bylo z inkubované inseminacni davky
odebrano 25 pl ejakulatu, ktery byl pipetovan do 225 ul Dulbecova fosfatového pufru
bez bivalentnich kationt(i (Biosera Europe, Nuaillé, Francie) obohaceného o 12,5 pl smési
¢tyt fluorochromi. Vznikly vzorek byl prenesen do inkubatoru, kde byl ponechan po dobu
10 minut ve tmé pii 38 °C. Tato Casova dotace slouzila k navazani pouzitych fluorochroma
na sva vazebna mista.

Konec¢na koncentrace fluorescen¢nich barviv ve vzorcich byla nasledujici: 16.2 uM H-
342 (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) pro odliseni nebunéénych ¢astic, 12 uM PI
(Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) pro zji§téni poskozeni plazmatické membrany,
0.5pg / mL FITC-PNA (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
pro stanoveni akrozomalniho statutu a 80 nM MTR DR (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) pro analyzu urovné potencialu mitochondrialni membrany.

Pouzitym analyznim piistrojem byl priatokovy cytometr NovoCyte, modelové tady
3 000 (Acea Biosciences, soucasti Agilent, Santa Clara, Kalifornie, USA). Tento cytometr
byl vybaven fialovym (405 nm vlnové délky), modrym (488 nm vlnové délky) a Cervenym
laserem (640 nm vlnové délky) a adekvatnimi optickymi filtry pro detekci emitovanych
fluorescencnich signalti. Kazdy odebrany ejakulat byl vyhodnocen v technickych duplikatech.
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Koncentrace bunék pro analyzu cytometrem byla 0,8 x 10° spermii na 1 ml. Rychlost analyzy
byla nastavena na 14 pl za minutu a z kazdého vzorku byla nahrana fluorescence z 30 000
udalosti. Pred kazdou dalsi analyzou bylo provedeno ¢isténi piistroje. Kontrola kvality méteni
pristroje a kalibrace byla provadéna rutinné na denni bazi.

Pro praci s cytometrickymi daty byl prvotné vyuzit software NovoExpress verze 1.3.0
(Acea Biosciences, soucasti Agilent, Santa Clara, Kalifornie, USA) a dale Microsoft Excel
(Microsoft Corporation, 2021, Redmont, Washington, USA). Prvotné byly ze ziskanych dat
odfiltrovany udalosti, které nespliiovaly vlastnosti spermii (patficna délka ¢i pfitomnost
DNA). Dale byly jiz udalosti rozd€leny na rizné subpopulace spermii, a to na zivotaschopné
(spermie, které mély neporusenou plazmatickou i akrozomalni membranou) a na spermie
s poSkozenou plazmatickou membranou. Dle poSkozeni plazmatické membrany, byly dale
rozdéleny na subpopulace dle poskozeni akrozomu a subpopulace srozliSenou urovni
mitochondrialni membrany.

Vyhodnoceni CASA a pratokové cytometrie bylo provedeno ihned po rozmrazeni
apot¢ 1 a 2 hodiny porozmrazeni. Béhem dvouhodinového testu termorezistence
po rozmrazeni byly vzorky uchovavany v inkubéatoru INB 400 (Memmert GmbH, Schwabach,
Neémecko) pii 38 °C.

4.4.2 Hodnoceni vlivu koncentrace LDL

Stanoveni procenta zivych / mrtvych spermii barvenim

POSTUP: Pejety byly rozmrazovany ve vodni lazni o teplot¢ 38 + 1 °C po dobu
30 sekund a nasledné¢ hodnoceny. Pro hodnoceni vlivu koncentrace LDL bylo provedeno
Eosin / Nigrosin barveni na zivé/mrtvé spermie, a to bezprostiedn€¢ po rozmrazeni
(37 °C, 30 sekund), po chladovém Soku (0 °C, 10 min.) a po tepelném testu prezitelnosti
spermii (37 °C, 120 min.).

Na predehtaté hodinové sklo bylo nanesen obsah pejety, k nému ptidano 20 pl Eosinu
a krouzivymi pohyby jemné promichavano po dobu 30 sekund. Nasledné pak bylo jesté
pfidano 40 pul Nigrosinu a jemné opét byla suspenze promichana. Poté bylo 20 pl vzniklé
suspenze naneseno na predehraté podlozni sklo a vyhotoven natér.

Po zaschnuti byly natéry vyhodnocovany mikroskopem s fazovym kontrastem
pii 1 000nasobném zvétSeni za pouziti olejové imerze. Barvivo Eosin prostupuje bunéénymi

sténami mrtvych spermii a zbarvi je do Cervena. Zivé spermie nepropusti barvivo a zustavaji
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tak bilé. Z kazdého preparatu bylo vyhodnoceno minimalné 200 spermii a dle toho vyjadien

procentni podil zivych spermii.

Hodnoceni odolnosti k chladovému Soku

POSTUP: Z kazdého vzorku byly naplnény 3 kapilary o objemu 0,1 ml,
které byly na jednom konci uzavieny gumovou zatkou. Nasledné pak byly kapilary vlozeny
na 10 min. do chladici 14zné Nolce (Cole-Parmer®™, Vernon Hills, Illinois, USA) o teploté
0 °C. Po skonceni inkubace byl obsah kapilary preveden na predehraté hodinové sklo a bylo
dle vySe uvedeného postupu provedeno barveni na zivé / mrtvé spermie. Nasledné bylo
provedeno vyhodnoceni (viz kapitola 4.5). Procentni podil zivych spermii je vyrazem

odolnosti k chladovému Soku.

Tepelny test prezitelnosti spermii

POSTUP: Vzorek ejakulatu (0,5 ml) byl napipetovan do zkumavky o objemu 2 ml
a vlozen do vodni 1azné o teploté 37 °C. Po skonceni 120 min. inkubace bylo opét dle vyse
uvedeného postupu provedeno barveni na zivé / mrtvé spermie. Nasledné bylo provedeno
vyhodnoceni (viz kapitola 4.5). Procentni podil zivych spermii je vyrazem odolnosti k jejich

tepelnému zatizeni.

4.5 Statistické vyhodnoceni vysledkii

Pfi hodnoceni vlivu riznych bazi fedidel byla ziskana data analyzovana pomoci
statistického softwaru SAS 9.3. (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Pro hodnoceni
jednotlivych efektd byl pouzit zobecnény linearni model (postup GLM). Pro hodnoceni
rozdild pramért nejmensich ¢tverca byla vyuzita Tukey-Kramerova metoda. Pro vyhodnoceni

byla pouzita nasledujici modelova rovnice:

Yik=p+tAi+Bj+ Cxk+ (AB)ij+ (AC) ik+ e ijk ,

kde:

Y jjk — zavisla proménna (motilita spermii, zivotaschopnost spermii, poSkozeni plazmatické
membrany, poSkozeni akrozomu, vysoka mitochondridlni aktivita po rozmrazeni, tj. 0, 60
a 120 min. testu termorezistence po rozmrazeni [T0-T120]);

u — primérna hodnota zavislé proménné;
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A i — fixni efekt byka tfidy i (pro motilitu spermii: 1 =1, n=45;1 =2, n=45;1=3, n =45,
i =4, n = 45; pro prutokovy cytometr hodnocené parametry: i=1,n=90,i =2, n=90,1= 3,
n=90,1=4,n=90),

B j — fixni efekt fedidla tfidy j (pro motilitu spermii: j = AndroMed®, n = 60; j = Optidyl®,
n=60; j = BullXcell®, n = 60; pro pritokovy cytometr hodnocené parametry:
j = AndroMed®, n = 120; j = Optidyl®, n = 120; j = BullXcell®, n = 120),

C « — fixni efekt ¢asu hodnoceni tfidy k (pro pohyblivost spermii: k = 0, n = 36; k = 60,
n =36; k =120, n = 36; pro prutokovy cytometr hodnocené parametry: k =0, n = 120 k = 60,
n =120, k =120, n = 120),

(AB) jj — interakce mezi fixnim efektem byka a vybranym fedidlem;

(AC) ik — interakce mezi fixnim efektem byka a ¢asem hodnocent;

E ij — zbytkova chyba

Pro hodnoceni vlivu koncentrace LDL byla ziskana data zaznamené&véana v programu
MS Excel a statisticky vyhodnocena pomoci programu SAS (SAS/STAT® 9.1, 2009),
metodami MEANS, UNIVARIATE a MIXED.

K vyhodnoceni rozdili mezi skupinami byly pouzity hladiny vyznamnosti P < 0,05
aP<0,0l.
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5 VYSLEDKY

5.1 Vyhodnoceni vlivu baze redidla

V ramci hodnoceni vlivu baze fedidla byla provedena postupna hodnoceni u pouzitych
vybranych fedidel. Jedna se o 3 v soudasné dobé nejpouzivangjsi fedidla — AndroMed®
(MiniTub GmbH, Tiefenbach, Némecko), které je postaveno na bazi sojového lecitinu,
Optidyl®™ (Biovet, Fleurance, Francie), kde je pouzita baze na zakladé ionizovaného zloutku
atedidlo BullXcell® (IMV, L‘Aigle, Normandie, Francie), kde je jako baze pouzit erstvy
vajecny zloutek. Vysledky jednotlivych hledisek hodnoceni jsou uvedeny v tabulkach ¢. 2, 3
a4

Nejprve byl ze vSech 12 kombinaci (4 byci a 3 fedidla) vyhodnocen pro kazdého
pouzitého byka zvlast pravé vliv byka na jednotlivé hodnocené ekvivalenty kvality spermii,
tj. na celkovou motilitu, na zivotaschopnost, na mitochondridlni aktivitu, na poskozeni
plazmatické membrany a na poskozeni akrozomu.

Nasledovalo pak u vSech 12 kombinaci vyhodnoceni vlivu doby hodnoceni
po rozmrazeni inseminacni davky, tj. ihned po rozmrazeni inseminacnich davek v ase 0 min.
a dale pak v ¢asech 60 min. a 120 min. po rozmrazeni inseminacnich davek jako forma
termorezistentniho testu.

Zavére¢né vyhodnoceni bylo u vSech kombinaci provedeno dle jednotlivych druhd
fedidel — AndroMed®, Optidyl® a BULLXcell®, respektive jejich pouzitych bazi — baze
ze sOjového lecitinu, baze na zakladé ionizovaného zloutku a baze na zakladé Cerstvého

vajecného zloutku.

Hodnoceni vlivu byka po rozmrazeni inseminacni davky

Jak je zfejmé z tabulky €. 2 byk €. 4 si zachoval nejvyssi celkovou pohyblivost spermii
v prubéhu testu termorezistence po rozmrazeni. Rozdily od ostatnich byku byly statisticky
vyznamné (P <0,01).

Nejvyssich hodnot Zzivotaschopnosti béhem testu termorezistence po rozmrazeni
dosahl také byk ¢. 4 (52,62 %), kde byly rozdily oproti ostatnim byktam (- 5,17 %; - 6,58 %
a- 6,09 %) statisticky vyznamné (P < 0,01). V tabulce ¢. 2 lze dale pozorovat, ze byk ¢. 4
abyk ¢ 2 dosahovali nejvys$S§i mitochondridlni aktivitu béhem testu termorezistence
porozmrazeni (P < 0,01). Byk & 4 dosahl nejniz§ich hodnot poskozeni plazmatické

membrany béhem testu termorezistence po rozmrazeni (P < 0,01) a spolu s bykem ¢. 3 také
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vykazali

nejnizsi

hodnoty

po rozmrazeni (P <0,01).

Tabulka & 2 — Hodnoceni vlivu byka po rozmrazeni inseminacni davky (%)

akrozomalniho poskozeni

béhem

testu termorezistence

Hodnoceny . v ,
znak Celkova Zivota- Mltqc'hO'n : Poskoz‘em' Poskozeni
. o drialni plazmatické
Cislo motilita schopnost . . . akrozomu
, aktivita membrany
byka
Bk & 1 43,67 47 45 59,76 50,81 31,63
ye + 0,954 +0,494 | +£121A€ + 0,484-4¢ + 0,404
Bik &2 40,44 46,04 65,82 52,73 33,70
y e + 0,95 +049¢ | £121AP +0,8544 + 0,404P-E
BYk & 3 31,89 45,93 49,88 52,89 29,50
yR e + 0,95BDEF + 0,494 +1,218 + 0,484 + 0,408
Bik & 4 49,11 52,62 66,93 45,66 29,70
ye +0,958DF | +049BD | +]21AP + 0,488 + 0,40PF
Legenda:

Vysledky jsou vyjadieny jako nejmensi ctvercové priiméry + standardni chyba.
Oznaceni pismeny (A-B, C-D, E-F) v hornim indexu oznacuje hladinu statistické vyznamnosti P < 0,01.

Oznaceni pismeny (a-b, c-d) v hornim indexu oznacuje hladinu statistické vyznamnosti P < 0,05.

Hodnoceni vlivu doby hodnoceni po rozmrazeni inseminacni davky
Béhem testu vlivu doby hodnoceni (0, 60 a 120 min.) po rozmrazeni inseminacni
davky, 4.

pozorovano postupné snizovani celkové motility spermii a také mitochondrialni aktivity,

provedeni testu termorezistence bylo dle udaji uvedenych v tabulce ¢.3

protoze prumérna motilita a mitochondrialni aktivita se po rozmrazeni snizily z hodnot

51,53 % a 65,21 % na hodnoty 29,44 % a 54,44 % postupné po 60 a 120 minutach inkubace
(P <0,01).

Tabulka ¢ 3 — Hodnoceni vlivu doby hodnoceni po rozmrazeni inseminacni davky (%)

Hodnoceny . v ,
znak Celkova Zivota- Mltqc’hO'n : Poskoz‘em' Poskozeni
o drialni plazmatické
Doba motilita schopnost . . . akrozomu
. aktivita membrany
hodnoceni
0 min 51,53 46,72 65,21 52,25 25,52
) + 1,064 + 0,424 + 1,054 + 0,424 + 0,354
60 min 42,08 51,28 62,15 4742 29,96
: +1878C | +0,42BC | +1,054 +0,428-C +0,358¢
120 mi 29,44 46,02 54,44 51,89 37,92
mmn. +1,0682 | +0420 | +1,058 + 0,42D + (348D
Legenda:

Vysledky jsou vyjadieny jako nejmensi ctvercové priiméry + standardni chyba.
Oznaceni pismeny (A-B, C-D, E-F) v hornim indexu oznacuje hladinu statistické vyznamnosti P < 0,01.

Oznaceni pismeny (a-b, c-d) v hornim indexu oznacuje hladinu statistické vyznamnosti P < 0,05.
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Hodnoceni vlivu baze fedidla po rozmrazeni inseminac¢ni davky

Jak je patrné zudaju tabulky ¢. 4, nejméné vhodnym fedidlem bylo fedidlo
AndroMed®, které mélo vSechny hodnocené parametry ejakulatu a spermii na nejnizsich
hodnotach, s vyjimkou hodnoceni poskozeni plazmatické membrany a poskozeni akrozomu,
které byly naopak nejvyssi. Rozdily v fedidlech postavenych na bazi vajecného zloutku byly

statisticky vyznamné ve vSech méfenych ukazatelich (P <0,01).

Tabulka & 4 — Hodnoceni vlivu baze fedidla po rozmrazeni inseminacni davky (%)

Hodnoceny . « .
znak Celkova Zivota- M(litr(:;:l::l- ll):;l;o:;:llé Poskozeni
Pouzité motilita schopnost . . P . akrozomu
tedidlo aktivita membrany
36,00 4255 54,56 56,1 36,13
® ) ) ) ) )
AndroMed + 0,824 +0,424 | +1,0462 + 0,424 +0,35%
Ootidvl® 43,50 49,42 67,20 49,16 29,1
pudy + 0,822 +0,4248C | +1,058C + 0,428 + 0,348
4433 52,06 60,03 46,25 28,09
® ) ) ) ) )
LU LGl + 0,828 +0,42BD | +1,05BD + 0,42BD + 0358
Legenda:

Vysledky jsou vyjadieny jako nejmensi ctvercové priiméry + standardni chyba.
Oznaceni pismeny (A-B, C-D, E-F) v hornim indexu oznacuje hladinu statistické vyznamnosti P < 0,01.
Oznaceni pismeny (a-b, c-d) v hornim indexu oznacuje hladinu statistické vyznamnosti P < 0,05.

Dale byly v ramci této prace hodnoceny vlivy interakci mezi jednotlivymi byky (byci
¢.1laz4) a jednotlivymi sledovanymi ekvivalenty, kterymi byly doba hodnoceni
po rozmrazeni inseminacni davky (0, 60 a 120 min.) a sledované fedidlo, tedy pouzitad baze
fedidla, tj. fedidla AndroMed®, Optidyl® a BULLXcell®, respektive jejich baze slozeni — baze
postavena na sdjovém lecitinu, baze na zakladé ionizovaného zloutku a baze na zakladé

Cerstvého vajecného zloutku

Vyhodnoceni vlivu interakci mezi bykem a dobou hodnoceni po rozmrazeni
inseminacni davky

Dalsi interpretované vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 5, kterd sumarizuje
hodnocené interakce — jednotlivych byka (byk ¢. 1 az 4) a dobou hodnoceni (0, 60 a 120 min.)
po rozmrazeni inseminacnich davek.

Zde lze pozorovat u jednotlivych bykt pozitivni vliv testu termorezistence
na zivotaschopnost spermii. Narozdil od klesajiciho podilu spermii vykazujicich

u jednotlivych bykt znaky poskozeni plazmatické membrany.
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V dal§ich sledovanych ukazatelich, kterymi byly celkova motilita spermii,
mitochondrialni aktivita a podil spermii s poSkozenym akrozomem je dle tabulky €. 5 u vSech
sledovanych byka znatelna nejednotnost vlivu pusobeni Casu na uvedené hodnocené
ekvivalenty.

Zde se projevuje znacna individualita kazdého jednotlivého byka k pisobeni vlivu
Casu béhem prubéhu testu termorezistence, kdy napt. byk €. 4 se se svymi hodnotami vymyka
hodnotam zji§ténym u ostatnich sledovanych bykt. Zvlasté je tomu tak v hodnoceni celkové
motility spermii.

Dalsi sledované ukazatele jsou v ramci vykazovanych hodnot u jednotlivych byku
znacné nejednotné a je nutné tyto interpretovat u kazdého byka pfi hodnoceni vlastnosti jeho
ejakulatu a spermii zvlast. Nebyly nalezeny zadné statisticky vyznamné rozdily mezi
Zivotaschopnosti spermii u jednotlivych bykt v ¢asech hodnoceni 0 a 120 min. po rozmrazeni

inseminacnich davek.

Tabulka ¢ 5 — Hodnoceni vlivu interakci mezi bykem a dobou hodnoceni po rozmrazeni
inseminacni davky (%)

Hodnoceny . Mitochon- Poskozeni . o
znak z I8 Zivota- g LR Poskozeni
z Celkova motilita dridlni plazmatické
Byk a doba schopnost g = akrozomu
z aktivita membrany
hodnoceni
Byk & 1 4233 39,72 35,17 59,20 31,00
0 min. +1,644a +0,85144 +2,094 +0,84% +0,694
Byk & 1 45,00 4832 60,43 50,50 28.10
60 min. +1,64C¢ +0,858C +2,098C +0,835BC +0,69€
Byk&. 1 43,67 49,76 54,06 48,98 29.39
120 min. +1,64E¢ +0,85BE +2,09BEa +0,84BEa +0,69E2
Byk & 2 33,33 40,76 54,86 57.80 41,73
0 min. + 1,64BDF.Ge + 0,85DFC +2,09BEc +(,84DEG +(,69BDEGe
Byk & 2 43,00 48,74 65,23 49,59 27.28
60 min. + 1,64HL +(,85BH1a +2,09Bbd +0,84BHlLe +0,698H!
Byk & 2 45,00 52,85 59,19 45,03 25.89
120 min. + 1,64HKk + (0,358 DHKD +2,09B.Ge + (,84BD.HIKbe +0,69BHKD
Byk&. 3 2533 4935 66,56 4921 33.36
0 min. + 1,64B,D,F,J,L,M,h,l + 0,85B,H,M + 2,09B,F + 0,84B,H,M,f + 0,69C,D,F,H,J,L,M
Byk&. 3 3533 52,92 69,90 4533 29.06
60 min. 4 1’64D,L,N,O,f 4 0’85B,D,H,K,b 4 2’09B,F,f 4 0’83B,D,H,O,d 4 0’69C,H,N,O
Byk&. 3 35,00 55,58 64,33 42.46 26,68
120 min. + 1,64D,L,N,Q,f,j,m + 0,85B,D,F,H,J,N,O + 2,09B,b + 0,84B,D,F,H,J,N,Q + 0,69B,H,N,Q
Byk & 4 43,00 4035 61,67 58.43 38.44
0 min. +1 64H,N,S,n +0 85D,F,J,L,N,P,Q +2 09B,I +0 84D,F,J,L,N,P,R,S +0 69B,D,F,J,L,N,P,R,S,d
Byk & 4 50,67 47,70 73,26 51,20 32,22
60 l‘llill. +1 64H,N,P,R,b +0 85B,H,L,P,R +2 09B,D,F,H,J,g +0 84B,H,L,P,R,T +0 69D,H,J,L,R,T
Byk & 4 53,67 50,05 62,54 48.54 30,43
120 min. e 1,64B,F,H,I,J,N,P,R,T,d e 0,85B,H,P,R e 2,09B,h e 0,84B,H,R,T e 0’69C,H,L,R,T
Legenda:

Vysledky jsou vyjadieny jako nejmensi ctvercové priimeéry + standardni chyba.
Oznaceni pismeny (A-B, C-D,...) v hornim indexu oznacuje hladinu statistické vyznamnosti P < 0,01.
Oznaceni pismeny (a-b, c-d,...) v hornim indexu oznacuje hladinu statistické vyznamnosti P < 0,05.
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Vyhodnoceni vlivu interakci mezi bykem a redidlem inseminaéni davky

Dale pak jsou v tabulce ¢. 7 uvedeny interakce mezi jednotlivymi hodnocenymi byky

(€. 1a4) a bazemi pouzitych fedidel inseminadnich davek — AndroMed® na bazi séjového

lecitinu, Optidyl® s piidavkem ionizovaného vajecného Zloutku a BullXcell® s piidavkem

cerstvého vajecného zloutku.

Ve studii byly pozorovany signifikantni dopady vlastniho vlivu byka (tzv. byci

individualita) na motilitu, zivotaschopnost, mitochondrialni aktivitu a poskozeni membran

rozmrazenych spermii v jednotlivych fedidlech (P <0,01; P <0,05).

Navic bylo statisticky prokazano (P < 0,01), ze fedidla na bazi vajecného zloutku

dosahla vyssi pohyblivosti spermii nez fedidlo bez vaje¢ného Zloutku u vSech bykd kromé

byka ¢. 1. Mezi jednotlivymi byky byly statisticky vyznamné rozdily v hodnoceni motility

spermii po rozmrazeni a hodnoceni motility na konci testu termorezistence po rozmrazeni

ubykt 2, 3 a4 (P <0,01). Nejvétsiho poklesu motility spermii béhem testu termorezistence

po rozmrazeni vykazal byk €. 2 ve vysi 27,77 % (P <0,01).

Tabulka & 7 — Hodnoceni viivu interakci mezi bykem a fedidlem inseminacni davky (%)

Hodnota znaku . - Zivota- Mitochon-drialni Poskozs:m = Poskozeni
Bik Celkova motilita gl plazmatické
By schopnost aktivita 2 akrozomu
a redidlo membrany
Byké. 1 48.89 46,04 5741 53,11 2424
+AndroMed® +2.124 +0,854 +2.094 + (0,842 +0,694
Bjk&. 1 4333 48,67 50,80 50,22 28,28
+Optidyl® +£212¢ +(,85C2 +£2,0902 +(,84Cc +0,698C
Byk¢. 1 38.89 43,09 4145 55,35 35,97
+BULLXcell® +2,12F¢ + 0.85DF +2,098F + 0.84DF + 0,698D-Ea
Bjk&.2 54,44 46,83 61,83 52,32 23,30
+AndroMed"” +2,12PFCe +0,850¢ +2,0970s +0,846 +0,69P76
Byk €. 2 41,11 51,19 60,15 47,26 30,74
+0[)tidyl® + 2’12HAI + 0’85BAFALd + 2’09FAGAe + 0’84BAFAHAI + 0’69BAFAHAI
Byk ¢&. 2 26,67 44,32 5729 52,84 40,86
+BULLXcell® +2,12BDHIKS + 0,85MKp +2,09F1 +0,84K + 0,698 DFHIK
Byk¢. 3 4333 49.61 71,58 49.12 25,23
+Andr0Med® + 2’12LAMAh + 0’85FALAM + 2’09BADAFAHAJAKAdAg + 0’84FMAb + 0’69FJALAM
Byk¢&. 3 3333 56,05 71,24 42,54 28,42
+0ptidyl® <5 2,1 2BAHAO <5 0,8 SBADAFAHJALANAO ) 09BADAFAJAKA£g +0.8 4BADAFAHJALANAO +0 69BAFAHALAO
Byk¢. 3 17,22 52,19 57,98 45.34 35,45
+BULLXC€“® + 2’12BADAFAHJANAPAQ + 0’85BAFH‘LAQ + 2’09FALAM + 0’84BADAFAHALAQe + 0’69BADAHJALANAPAQ
Byk ¢&. 4 59.44 44 41 70,02 54,45 2931
+, AndroMed@ <5 2,1 2DAFAJALANAPARAS +08 SJANAPARASAb <5 209BADAFAJANAf +08 4JANAPARASAd +0 69BAFAHAJALANARAS
Byk¢. 4 50,56 49,22 66.41 49.67 32,39
+0[)tidyl® + 2’12LAPARAUI + 0’85FALAPATAU + 2’09DAF + 0’84FAPATA£g + 0’69BADAHAJALNAPAUAb
Byk ¢&. 4 35,00 44,48 61,03 54,06 39,39
+BULLXC€“® 4L 2,1 2BAHARATAV 4L 0,8 SJANAPARAVAb 4L 2,09FAbAh 4L 0,8 4JANAPARAh 4L 0,69BADAHAJANPARATAVAb
Legenda:

Vysledky jsou vyjadieny jako nejmensi ctvercové priimeéry + standardni chyba.
Oznaceni pismeny (A-B, C-D,...) v hornim indexu oznacuje hladinu statistické vyznamnosti P < 0,01.
Oznaceni pismeny (a-b, c-d,...) v hornim indexu oznacuje hladinu statistické vyznamnosti P < 0,05.
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5.2 Vyhodnoceni vlivu koncentrace LDL

Vramci hodnoceni vlivu koncentrace LDL bylo provedeno postupné hodnoceni

jednotlivych hledisek, tj. "hodnoceni nejprve po rozmrazeni inseminacnich davek,
dale po chladovém Soku a po provedeni tepelného testu.

Nejprve bylo provedeno celkové vyhodnoceni procentniho podilu zivych spermii
ze vSech vzorku dle byku (¢. 1 az 8). Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 8. Nasledovalo pak
vyhodnoceni dle pouzitych fedidel (Andromed® a Bioxcell®). Tyto vysledky jsou graficky
znazornény v grafu ¢. 1. Na konec pak bylo provedeno vyhodnoceni jednotlivych pouzitych
koncentraci ptidavku LDL (4 %, 6 % a 8 %) vuci vzorkiim bez pouziti pfidavku LDL (0 %).

Vysledky tohoto hodnoceni jsou uvedeny v tabulce €. 9.

Vyhodnoceni procentniho podilu zivych spermii dle byka

Vysledky vyhodnoceni procentniho podilu zivych spermii v zavislosti na individualité
byka jsou uvedeny v tabulce ¢. 8. Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno u byka ¢. 1,2, 3 a 7,
u kterych byly detekovany nejvys§i hodnoty % zivych spermii jak po rozmrazeni,
tak 1 po chladovém Soku a také po tepelném testu. Nejnizsi hodnoty % zivych spermii byly
naopak detekovany u byku ¢. 4 a 6, které byly po rozmrazeni dokonce prikazné (P < 0,05)
nejnizsi. Pokles % zivych spermii byl po jednotlivych zatézich pozorovan nejnizsi v hodnoté

-9,01 ubyka &. 4 (P < 0,05).

Tabulka ¢. 8 — Vyhodnoceni podilu Zivych spermii dle jednotlivych byki (%)

v () ()
Cislo Po Po chladovém | .. lfokles % .. | Po tepelném | .. lfokles % .
byka | rozmrazeni soku zivych spermii testu zivych spermii
po chlad. soku po tepel. testu
1 59,538 48 128 -11,418 39,728 -19,818
2 68,188 52,938 -15,258 41,178 -27,018
3 52,808 41,95 -10,85 35,96 -16,84
4 34,974 27,644 -7,334 25,964 -9,014
5 4723 31,50 -15,738 26,35 -20,888
6 33,714 24,63 -9,08 17,614 -16,10
7 53,148 42,18 -10,96 40,32 -12,82
8 46,23 3521 -11,02B 32,71 -13,52
Legenda:

A, B—v hornim indexu oznacuji statisticky vyznamny rozdil na hladiné P < 0,05.
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Vyhodnoceni procentniho podilu zZivych spermii dle redidel

V grafickém znazornéni vysledkl jsou v grafu ¢.1 znazornény vysledky vyhodnoceni
% zivych spermii podle jednotlivych sledovanych tedidel, bez ohledu na vysi podilu ptidavku
LDL.

Rozdily mezi pouzitymi fedidly AndroMed® a Bioxcell® byly statisticky nepritkazné
(P > 0,05). K niz§imu poklesu % zivych spermii doslo v obou pfipadech zatéze tj, chladovém

Soku a tepelném testu u vzorkd fedénych fedidlem AndroMed® (10,56 % a -15,54 %).

Graf ¢ 1 — Vyhodnoceni podilu Zivych spermii podle jednotlivych vedidel (%)
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Legenda:

ROZM — % Zivych spermii po rozmrazeni
CHLAD — % Zzivych spermii po chladovém Soku
TEP — % Zivych spermii po tepelném testu
POKLES PO CHLAD — pokles % Zivych spermii
POKLES PO TEP — pokles % Zivych spermii

Vyhodnoceni procentniho podilu Zivych spermii dle pridavku LDL
Vysledky vyhodnoceni procentniho podilu zivych spermii v zavislosti na koncentraci
pfidavku LDL v fedidle jsou uvedeny v tabulce ¢. 3. Prikazné rozdily (P < 0,05) byly

nalezeny mezi kontrolnimi vzorky a vzorky s pfidavkem 8 % LDL u fedidla AndroMed®
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jak po rozmrazeni, tak i po chladovém Soku i po tepelném testu. Vzorky s 8 % ptidavku LDL
mély zaroven prukazné (P < 0,05) nejnizsi pokles % zivych spermii v prib&hu tepelného testu
(-12,84 %) nez vzorky bez pfidavku LDL (-20,52 %). Z tabulky je dale patrny trend,
ze se zvysujici se koncentraci LDL v fedidle se zvySuje také % zivych spermii ve vzorku.

U fedidla Bioxcell® byly nepriikazné rozdily mezi kontrolnimi vzorky a vzorky
s piidavkem 6 % LDL. U vzorka s 8% ptidavkem byly naopak zjiStény nejvétsi poklesy
podilu zivych spermii. Z udaju tabulky je dale patrny jasny trend, ze se zvySujici
se koncentraci LDL v fedidle se zvySuje také % zivych spermii ve vzorku pouze do vyse 6 %

ptidavku LDL.

Tabulka ¢ 9 — Vyhodnoceni podilu Zivych spermii dle piidavku LDL (%)

Po Po Pokles % Po termo- Pokles %
Oznaceni , . zivych . , zivych
vzorka rozmrazeni chladovém SperMiipo rezistentnim Spermiiipo
] AL chlad. Soku testu tepel. testu
A0 45,084 32,134 -12,954 24 564 -20,524
Ad 49,02 38,44 -10,58 35,47 -13,55
A6 4937 40,86 8,51 34,15 -15,22
A8 51,988 42318 9,678 39,148 12,848
B0 49,57 36,85 12,72 28,77 -20,80
B4 49,54 38,64 -10,90 34,44 -15,10
B6 48,49 38,48 -10,01 33,89 -14,60
B8 51,688 34,06 17,62 30,75 -20,93
Legenda:

A, B—v hornim indexu oznacuji statisticky vyznamny rozdil na hladiné P < 0,05.
Oznaceni vzorkii: A0 — AndroMed® + 0 % LDL
A4 — AndroMed® + 4 % LDL
A6 — AndroMed® + 6 % LDL
A8 — AndroMed® + 8 % LDL
B0 — Bioxcell® + 0 % LDL
B4 — Bioxcell® + 4 % LDL
B6 — Bioxcell® + 6 % LDL
B8 — Bioxcell® + 8 % LDL
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6 DISKUSE

Uspé&sna kryokonzervace spermii zavisi na nékolika vzajemné souvisejicich faktorech,
veetné pocateCni kvality spermatu, slozeni fedidla, pouzitého kryoprotektiva, chladiciho
protokolu, formy baleni, rychlosti rozmrazovani vcetné vzajemného plsobeni téchto
jednotlivych ekvivalent, jakozi individualnich vlastnosti zvifat. (Cooter a kol., 2005;
Andrabi, 2007; Clulow a kol., 2008). Zdokonalovani produkce inseminacnich davek je proto
stale dulezitym a nepfetrzitym procesem, protoze pouze cca 50 % spermii se po rozmrazeni
zotavi, a to 1 za téch nejuSlechtilejSich a nejkontrolovangjSich mrazicich podminek
a modifikaci (Layek a kol., 2016). Rozdily v pohyblivosti spermii a dalSich charakteristikach
spermii béhem testu termorezistence po rozmrazeni potvrzuji u¢inky individuality plemenika
na konecnou oplozovaci schopnost spermii. Mohou také korelovat s genetickymi faktory
vysvétlyjicimi mezidruhové ¢i meziplemenné vlivy, stejné€ jako individualni rozdily u pfimo
jednotlivych zvitat (Thurston a kol., 2012).

Zjisténé zmény motility spermii vtéto praci beéhem testu termorezistence
po rozmrazeni jsou v souladu s Beranem a kol. (2013) a Dolezalovou a kol. (2016),
ktefi zaznamenali nejvys$i motilitu na zacatku termorezistentniho testu bezprostiedné
po rozmrazeni inseminacnich davek. Alcay a kol. (2015) ve studii porovnavajici motilitu
spermii po rozmrazeni v fedidlech s pfidavkem cCerstvého nebo lyofilizovaného vajecného
zloutku, nenaSli zadné statisticky vyznamné rozdily mezi témito variantami fedidel,

coz je také v souladu se zjisténimi v této praci.

Baze redidel

V této praci byly hodnoceny aCinky riznych bazi 3 komercné dostupnych fedidel
na kvalitu by¢ich spermii:

— AndroMed®, které je sestaveno na bazi sojového lecitinu,

— Optidyl®, které obsahuje ptidavek ionizovaného vajeéného zloutku,

— BullXcell®, kde je pouzit pifidavek Cerstvého vajecného zloutku.

Ohledné bazi fedidel jsou vysledky zjisténé v této praci také srovnatelné s Muifio
a kol. (2007), Celeghini akol. (2008), Crespilho a kol. (2012) a Singh a kol. (2018),
ktefi zjistili, ze fedidla na bazi vajecného zloutku vykazuji vyss§i hodnoty motility spermii
po rozmrazeni ve srovnani sfedidly na bazi sojového lecitinu. Protichidna zjisténi vsak
objevili Kumar a kol. (2015), ktefi uvedli vys§i motilitu spermii v inseminacnich davkach
fedénych fedidlem na bazi rostlinného ptavodu spiSe nez v fedidlech postavenych na bazi

vajecného zloutku. Ve studii provedené¢ Murphym a kol. (2018) nebyly hlaseny zadné
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statisticky vyznamné rozdily mezi celkovou pohyblivosti spermii inseminacnich davek
tfedénych fedidly AndroMed® a BullXcell®.

Naproti tomu Amirat a kol. (2005) pozorovali, ze fedidla na bazi vaje¢ného zloutku
negativné ovliviiuji motilitu spermii, pravdépodobné diky latkam, které tato fedidla obsahuji,
zatimco fedidla nabazi séjového lecitinu zachovavaji vyssi celkovou motilitu spermii.
S rostoucim ddrazem na otazky biologické bezpeCnosti a na kontrolu nemoci s ohledem
na mezinarodni obchodovani se spermatem se fedidla zalozena na bazi vaje¢ného zloutku
stala podezielymi z mozného prenosu urcitych onemocnéni.

Potencidlem plniva na bazi sojového lecitinu nahrazujictho plnivo vyrobené
z vajecného zloutku se proto zabyvalo nékolik vyzkumnych praci (Aires a kol., 2003; Muifio
a kol., 2007, Miguel a kol., 2008, Miguel-Jimenez a kol., 2020). Aires a kol. (2003) a Amirat
a kol. (2005) uvedli, Ze fedidla zalozena nabazi sdjového lecitinu vychéazela po procesu
kryokonzervace spermatu odebraného od holstynskych bykd v parametrech kvality spermii
1épe nez fedidla postavena na bazi vaje¢ného zloutku.

Naopak vy§§i procento zivotaschopnych spermii kryokonzervovanych fedidlem
na bazi vajecného zloutku ve srovnani s fedidly na bazi lecitinu ze sojovych bobu bylo
pozorovano ve studiich Crespilha a kol. (2012) a Singh a kol. (2018). Akhter a kol. (2010),
ktefi porovnavali fedidla zalozena na bazi extraktu ze sdjovych bobu s fedidly na bazi
vajecného zloutku hodnocenim Zzivotaschopnosti, akrozomalniho stavu, pohyblivosti spermii
a 60 az 90minutovou mirou prezitelnosti spermii u holstynskych byka. V téchto parametrech
nebyl mezi fedidly nalezen zadny vyznamny rozdil. Stejné vysledky, tykajici se miry
poskozeni spermii, kdyzbyla pouzita fedidla zalozend na bazi vajecného zloutku nebo
sojového lecitinu, byly zjistény Murphym a kol. (2018).

Tato zjisténi jsou v rozporu nejen s nasimi vysledky, ale také s pracemi Celeghini
akol. (2008) a Crespilho a kol. (2012), kde vzorky spermatu nafedéné fedidly na bazi
sojového lecitinu vykéazaly nejnizsi pohyblivost spermii, zivotaschopnost, neporusenost
plazmatické membrany vcetné horSiho stavu akrozomii a mitochondrii po rozmrazeni,
coz jsou zakladni predpoklady pro vyssi plodnost in vivo (Thun a kol., 2002 Veerabramhaiah
a kol., 2015). Ochranna faze sojového lecitinu je zjevné omezena procesem kryokonzervace,
coz ma za nasledek snizenou zivotaschopnost spermii po rozmrazeni a horsi vysledky
zabtezéavani pii pouziti umélé inseminace (Crespilho a kol., 2012).

ZhorSené hodnoty a rozdily pozorované v jednotlivych parametrech kvality bycich

inseminacnich davek casteCné zavisi na fedidlech pouzitych pro kryokonzervaci, coz ukazuje,
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ze latky pritomné v fedidle ovliviiuji kvalitu spermatu po rozmrazeni odlisné (Kumar a kol ,
2003; Beran a kol ., 2012).

Jak je patrné zvysledki této studie, kvalita spermii nékterych byka se neliSila,
at’ uz byly spermie nafedény fedidlem na bazi vajecného zloutku nebo lecitinu ze sojovych
bobu, zatimco jini byci si po ziedéni ejakulatu fedidly na bazi vajeCném Zloutku zachovali
lepsi hodnocené vlastnosti spermii. Tato zjisténi jsou v souladu se zavéry prace Berana
a kol. (2012), kde je rovnéz potvrzen vliv individuality byka na vlastnosti a kvalitu spermii
po rozmrazeni inseminacni davky.

Aplikace novych technologickych postupti pfi vyrobé insemina¢nich davek byka maze
vést prostiednictvim zlepSeni jejich kvalitativnich ukazateld a oplozovaci schopnosti
ke zlepseni reprodukcnich ukazateli skotu, zejména snizeni inseminacniho indexu a tim také
zkraceni mezidobi, které je velmi vyznamnym ekonomickym ukazatelem.

U vedené piinosy jsou ve velmi uzkém vztahu ke zvySeni rentability produkce z chovu
skotu, ktera se po dlouhou dobu pohybuje v zapornych hodnotach a ma zasadni vliv na
udrzeni chovu skotu a objemu jeho produkce v Ceské republice jak mléka, tak i masa alespoi
na stavajici urovni. Udrzeni chovu skotu a jeho produkce alespofi na soucasné urovni
je z davodu nizké rentability nutné ze strany statu stimulovat riznymi dotacnimi opatienimi.
Navrzena teseni tak mohou mit nejen pifimy ekonomicky dopad do rentability chovu skotu,
ale potazmo 1 pozitivni vliv na snizeni narocnosti zemeédélského komplexu na vefejné

financovani jak z narodnich, tak i evropskych finan¢nich zdroju.

Pridavek LDL

Ohledné pridavku LDL, ktery je soucasti vaje¢ného zloutku, se ma za to, ze je z velké
Casti zodpovédny za ochranu spermii v prubéhu procesu jejich mrazeni (Pace a Graham,
1974) nebot je chrani proti chladovému Soku (Moussa a kol., 2002).

Predpoklada se, ze LDL pusobi na spermatickou membranu jeji stabilizaci. Druha
hypotéza tvrdi, ze fosfolipidy obsazené v LDL chrani povrch spermie ochrannym filmem
anebo nahrazuji fosfolipidy spermatické membrany, které jsou ztraceny nebo poskozeny
béhem procesu kryokonzervace (Graham a Foote, 1987). A tfeti mozny zpusob ochrany je,
ze LDL zachytava Skodlivé proteiny pfitomné v semenné plazmé, coz zlepSuje schopnost
mrazeni spermii (Bergeron a Manjunath, 2006). Presny zpusob ochrany spermii a vliv
najejich motilitu pomoci LDL neni zatim pfesné jasny (Bathgate a kol., 2006,

Amirat a kol. 2004).
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V posledni dobé byla testovana tedidla z vajeéného Zloutku, pfiCemz se osvédcila
kombinace s piidavkem 6 % LDL s 20 mmol glutaminu (Bencharif a kol., 2012).
Podle Moussa a kol. (2002) se jako optimalni koncentrace jevi 8% piidavek LDL do fedidla.
Dal§i mozna fedéni jsou s 4, 5, 6, 7, 8 a 10 % pridavku LDL (Moussa a kol., 2002).

Vtéto praci byly zjiStény prikazné rozdily mezi kontrolnimi vzorky a vzorky
s pfidavkem 8 % LDL u fedidla AndroMed® po rozmrazeni, chladovém $oku i po tepelném
testu. Vzorky s 8 % pridavku LDL mély zaroven prukazné nejnizsi pokles % zivych spermii
v prubéhu tepelného testu (-12,84 %), nez kontrolni vzorky bez ptidavku LDL (-20,52 %).
Ve vysledcich je patrny trend, ze se zvySujici se koncentraci pridavku LDL v tomto fedidle
se také zvySuje % zivych spermii ve vzorku.

U ftedidla Bioxcell® jsou nepritkazné rozdily mezi kontrolnimi vzorky a vzorky
s pridavkem 6 % LDL. U vzorki s 8 % pridavku byly naopak zjistény nejveétsi poklesy podilu
zivych spermii. Ve vysledcich se projevil trend, ze se zvySujici se koncentraci LDL v fedidle
Bioxcell® se zvysuje také % zivych spermii ve vzorku pouze do vyse 6 % piidavku LDL.

Moznosti fedéni spermatu a pouziti riznych fedidel a koncentraci piidavku je v realu
velmi mnoho. V této praci byl hodnocen vliv koncentraci ptidavku LDL ve vysi 4, 6 a 8 %
do komerén& dostupnych fedidel AndroMed® a Bioxcell® na prezitelnost a oplozovaci
schopnost spermii po jejich rozmrazeni, po chladovém Soku a po tepelném testu prezitelnosti
spermii.

Pozitivni vliv pfidavku LDL v uvedenych koncentracich se projevil u pouzitych
fedidel AndroMed® a Bioxcell® rizné. Zcela priikazné na rozdil od fedidla Bioxcell® bylo
zvySovani pozitivniho vlivu na prezitelnost a oplozovaci schopnost se zvySujici se
koncentraci — do 8 % u fedidla Andromed®. Kdezto u fedidla Bioxcell® tomu tak bylo pouze
do vySe koncentrace 6 %. Pfi hladiné 8 % naopak doslo k vyraznému poklesu oplozovaci
schopnosti spermii. Touto skuteCnosti se jevi, ze je pro rizna v souCasné dobé vyuzivana
a komercné dostupna tfedidla vhodné vybrat pravé pro dané tfedidlo urcitou vysi pridavku
LDL. Obecn¢ se ma za to, ze LDL — nizkodenzitni cholesterol, ktery je soucasti vajecného
zloutku je z velké Casti zodpovédny za ochranu spermii v prab&hu procesu jejich mrazeni,
nebot je chrani proti chladovému Soku. Cholesterol je hydrofobni molekula ve vodé
nerozpustna, ma ale multifunkéni vliv na buné€nou membranu spermie vcetné jeji stabilizace
a snizeni propustnosti. Pravé pomér cholesterolu a fosfolipidii v cytoplazmatické membrané
spermie je dulezitym determinantem tekutosti a stability bunééné membrany za ptsobeni

nizkych teplot pii jejich konzervaci hlubokym mrazenim. Redéni ejakulatu piidavkem LDL
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pfed mrazenim pozitivné méni odolnost spermatické membrany vuc¢i pusobeni chladového
Soku.

Predpoklada se, ze LDL puasobi na stabilizaci spermatické membrany. Fosfolipidy
obsazené¢ v LDL chrani povrch spermie ochrannym filmem nebo nahrazuji fosfolipidy
spermatické membrany, které jsou ztraceny nebo poskozeny béhem procesu kryokonzervace.
V neposledni fadé moznym zptisobem ochrany je, ze LDL zachytava Skodlivé proteiny (BSP)
pfitomné v semenné plazmé, tedy ze zlepSuje schopnost mrazeni spermii. Zptusob ochrany
spermii a vliv na jejich motilitu pomoci LDL neni zatim piesné jasny.

Obecné tedidla obsahujici LDL, ktery je extrahovany z vaje¢ného zloutku, mohou byt
vyuzita jako fedidla s lepSimi UcCinky na spermie béhem mrazeni nez fedidla komercné
vyuzivana. Uspéch mrazeni spermii zavisi na stupni fedéni a v soucasné dob& mnoho studii
zkouma vyuzivani zmén bazi a riznych koncentraci kryoprotektantli. Protoze v souc¢asné dobé
neni znamy presny vliv LDL na spermie a ani neni nikde doporucena jeho jednoznacna
koncentrace v fedidle, je tato zalezitost pravé predmétem budouciho zkoumani na tento proces
pusobicich jinych vlivu.

To znamena, ze se s vysi ptidavku LDL projevuje nejen vliv daného druhu tedidla, ale
zejména pak rizné wvnitini vlivy daného byka, a pak je to cely soubor navzajem
se prolinajicich a v Case se ménicich vnéjSich vlivl. Projevuje se zde vztah by¢i individuality
daného plemenného byka ve vztahu k danému chovnému prostiedi, kdy se da predpokladat
vliv nejen technologie ustijeni, ale 1 vliv pastvy provozované v dobé& pastevniho obdobi,
vCetné postupné probihajicich zmén ve vyzivé byki — meénici se sloZzeni krmné davky

v prabéhu hospodaiského roku.
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7 ZAVER A DOPORUCENiI PRO PRAXI

Cilem vyroby insemina¢nich davek (konzervace ejakulatu byku) je zajistit co nejvyssi
oplozovaci schopnost spermii, ktera v prubéhu naro¢ného procesu samotné vyroby a nasledné
manipulace s insemina¢nimi davkami klesa o cca 40 az 50 %. Proto je snaha optimalizovat
proces vyroby davek pomoci pouziti vhodného fedidla, popfipadé vhodné koncentrace
ptidavka riznych komponentt, zde tedy LDL cholesterolu, do komercné vyrabénych redidel.
V celém procesu od vyroby pies skladovani az po uziti inseminacnich davek je snaha
se vyvarovat, ¢i co nejvice snizit toxicitu pouzitych tfedidel ajejich piidavki, dale pak také
zajistit spermiim dostatecnou odolnost vii¢i chladovému Soku, ke kterému dochazi v priabéhu
poklesu teplot a zajistit tak harmonicky proces mrazeni v mrazicim boxu. Stejné tak tomu
musi byt u nasledného procesu rozmrazeni inseminaCnich davek ve vodni lazni vaci
zachovani jejich co nejvétsi oplozovaci schopnosti.

Postup a zpusob fedéni spermatu je dualezitou soucasti vyroby inseminacni davky.
Jako tfedidla jsou dostupné specifické biochemické latky, které ovliviiuji oplozovaci
schopnost spermii a predchazeji jejich poskozeni v pribéhu mraziciho procesu, protoze slouzi
jako ochrana pro spermie béhem procesu mrazeni (snaha zabranit chladovému Soku) vcetné
dosazeni zlepSeni motility po nasledném rozmrazeni. Spermie jsou citlivé na teplotu a jejich
motilita se snizuje postupné, jak jsou spermie zchlazovany. Chladovy Sok zpusobuje
nevratnou ztratu motility, které 1ze predchazet mimo jiné také pouzitim vhodné baze tedidla
a aplikaci pfidavku ochranné latky pro spermie.

V ramci sledovani vlivu baze tfedidla bylo v této praci zjisténo, ze fedidla na bazi
vajecného zloutku dosahla vyssi zachovani pohyblivosti spermii, nez tomu bylo u fedidla bez
vajecného zloutku u vétSiny bykd, kromé jednoho. Ve studii byly prokazany signifikantni
dopady vlastniho vlivu bykd tzv. by¢i individualita na motilitu, Zivotaschopnost,
mitochondrialni aktivitu a poSkozeni membran rozmrazenych spermii v jednotlivych
fedidlech. Tato skutecnost ukazuje na to, ze je velmi vhodné pro konkrétniho byka — byci
individualitu (vnitini podminky), chovaného za danych vné&jSich podminek, pro zachovani
co nejvyssi oplozovaci schopnosti spermii vybrat v ramci inseminacni stanice prave
dle v této metodice sledovanych ukazateld, kterymi jsou zivotaschopnost, mitochondrialni
aktivita a poSkozeni membran rozmrazenych spermii, jedno urcité fedidlo z celé Skaly
v soucasné dob¢ vyrabénych a komeréné dostupnych fedidel, kterd jsou zalozena prave

na riznych bazich.
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Stejné tomu tak je u stanoveni procentni vysSe pfidavku LDL, kde se u daného byka
vyuzivaného pro produkci inseminacnich davek v urcitych procentnich hladinach ptidavku
LDL oplozovaci schopnost spermii zvysuje ¢i naopak snizuje. Dle vysledku této prace nelze
plo$né urcit, které tedidlo nebo ktera fedidla jsou pro zachovani oplozovaci schopnosti
v ramci procesu kryokonzervace nejlepsi, ¢i jaka je nejvhodnéjsi vySe hladiny ptidavku LDL.
Jedna se zde o pusobeni kombinace vnitinich a vné&jSich vlivl, vcetné frekvence odbéra
pusobicich na kazdého plemenného byky velmi individualné.

Vysledky sledovani a jejich vyhodnoceni prokazuji, ze nejen pouzité baze fedidel
zalozené jak na bazi vajecného zloutku ¢i ionizovaného vajecného zloutku, tak na bazi
sojového lecitinu, maji u jednotlivych hodnocenych byka rozdilné vysledky v jednotlivych
kvalitativnich parametrech rozmrazené inseminacni davky. Podobné je tomu ale 1 u pouzité
vySe koncentrace pfidavku LDL do inseminacni davky. I zde mély jednotlivé hodnocené
kvalitativni parametry u jednotlivych bykd v danych koncentracich rozdilné vysledky
v kvalitativnich parametrech rozmrazenych inseminacnich davek.

Z uvedenych zji§téni 1ze pfiymout jednoznacny zavér, ze se zde pln€ projevuje vliv tzv.
individuality byka, kdy je velmi vhodné na inseminacnich stanicich provést u kazdého byka
pouzitého v inseminaci sledovani reakce jeho ejakulatu i kvalitativnich parametrii spermii
na dané tfedidlo, respektive jeho bazi, a na vysi koncentrace pfidavku LDL do inseminacéni
davky.

Na zakladé uvedenych poznatkid 1ze v navaznych sledovanich a vyzkumech sledovat
dalsi kombinace by¢i individuality daného plemenného byka ve vztahu k chovnému prostredi,
kdy se da predpokladat vliv technologie ustajeni nebo pastvy v dobé jeji sezony. Zejména je
pak ucelné v Case sledovat parametry ejakulatu ¢i kvalitativni ukazatele spermii v ramci vlivu
by¢i individuality ve vztahu k dané krmné davce, ktera se pfirozené v prubéhu hospodarského
roku méni nebo se méni dle zdroji krmiv.

Tak jako se v posledni dobé v chovu hospodarskych zvifat, v tomto pfipadé chovu
skotu, stale vice do praxe aplikuji jednotlivé prvky tzv. precizniho zemédélstvi — nejen
v oblasti produkce a vyuzivani krmiv, ¢i technologii ziskavani mléka — dojeni nebo pouzivani
sofistikovanych technologii ¢i prvkil ustajeni a fizeni riznych vlivi a podminek chovu,
ale v poslednich letech i vyuzivani fizenych procesi reprodukce ze strany samic,
tak se v soucasné dobé stale vice ukazuje uplatnéni i vyuziti rGznych prvkd v ramci
precizniho zemédélstvi 1 u sam¢i komponenty, tj. inseminacni davky vyuzivané k reprodukci

skotu.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the effects of 3 different commercially available
extenders — AndroMed® (soy lecithin-based), Optidyl® (with the addition of ionized egg yolk),
and BULLXcell® (with the addition of fresh egg yolk) — on bull spermatozoa quality, which was
evaluated using the parameters of spermatozoa motility, viability, plasma membrane damage,
acrosome damage, and mitochondrial activity after thawing and during a 2 h long thermoresistance
test. The spermatozoa quality indicators were appraised by computer-assisted semen analysis
and a flow cytometer. Significant differences (P < 0.01) between bulls were registered in all
indicators measured. The highest average values of spermatozoa total motility and viability were
achieved using BULLXcell® extender (44.33%; 52.06%). Variances in comparing this extender
with Optidyl® and AndroMed® were —0.83%, —2.64%; —8.33%, —9.51%. The differences
found between the egg yolk-based diluents (BULLXcell® and Optidyl®) and AndroMed® were
significant (P < 0.01). Therefore, the more valuable extenders for bull semen dilution were egg
yolk-based extenders, which provided higher post-thaw spermatozoa survival and quality than the
soy lecithin-based extender.

Insemination dose, sire, semen, exlender, thermoresistance, spermatozoa survival

Preserving the fundamental abilities of sperm during the long and demanding process
of insemination dose production can provide a higher level of pregnancy rates in cows.
It also reduces the consumption of straws, shortens the calving interval, and improves the
economic effectiveness of breeding itself. The main objective is to achieve a pregnancy
rate with frozen semen that is similar to that of with fresh semen or simply with natural
breeding (Mocé et al. 2010). The process of cryopreservation generally reduces the
viability of semen, and damages all the structures of spermatozoa, thereby impairing

- fertilization ability (Ugur et al. 2019). During the production of insemination straws,
the functional status of spermatozoa is affected by many factors, such as pH, osmotic
pressure, and stress associated with temperature changes (Lessard et al. 2000; Watson
2000; Rehman et al. 2013; Parisi et al. 2014). These stress factors cause reactive oxygen
species production and lipid peroxidation of the cell membrane, which affect spermatozoa
unfavourably (Wang et al. 1997). The elimination of these negative effects is obtained
with the addition of suitable cryoprotectants in bull semen extenders, by its interaction with
bulls’ individuality (Vera-Munoz et al. 2011), by the controlled process of cooling, and
by the use of optimal freezing curves (Pena et al. 2011).

Currently, there is a wide variety of available bull semen diluents of diverse origins. The
most conventional ones are egg yolk-based, while relatively newly developed diluents are
comprised solely of plant components (Murphy et al. 2018). Plant-based extenders should
provide a comparable quality of frozen insemination doses and, at the same time, cradicate
the possible disadvantages of egg yolk-based diluents, such as disease transmission,
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microbial risk, and difficulty in standardization (Aires et al. 2003; Yildiz et al. 2013).
The existence of an extender with such features would provide a valuable contribution
to the artificial insemination industry; however, there are ongoing concerns over reduced
fertility when plant-based extenders are used in bull semen cryopreservation (Layck
et al. 2016). While some studies approved comparable in vitro quality or fertility rates of
insemination straws diluted in egg yolk-free extenders (Aires et al. 2003; Stradaioli
et al. 2007; Miguel et al. 2008; Miguel-Jimenez et al. 2020), others stated superior
outcomes in preserving the sperm’s abilities and in the fertilizing potential of straws diluted
in egg yolk-based extenders (Muifio et al. 2007; Crespilho et al. 2012; Crespilho
ct al. 2014).

The aim of this study was to evaluate the effects of using various types of commercially
available bull semen extenders for cryopreservation — egg yolk-free AndroMed® (based
on soy lecithin), Optidyl® (based on ionized egg yolk), and BULLXcell® (based on fresh
egg yolk) — on insemination straws’ quality appraised by sperm motility, viability, plasma
membrane and acrosome lesions, and mitochondrial activity during a 2 h long post-thaw
thermoresistance test (TT).

Materials and Methods
Semen collection

Semen collection took place at the Artificial Insemination Center (Hradi$tko, Central Bohemian Region, Czech
Republic) over the course of one year. The semen was repeatedly collected from a pre-selected group of Holstein
bulls used for breeding {n = 4) of the same age, type of housing, and management. All the bulls were standardly
used for commercial purposes. After standard semen collection using an artificial vagina, trained staff in the
laboratory evaluated the input quality of every semen sample collected. The main indicators were volume (VOL, g),
density of the spermatozoa (DEN, x 10° mm®), and motility percentage (MO, %). For further processing,
a minimal concentration and spermatozoa motility (DEN 0.7 x 10° mm™and MOT 70%) was required.

Semen processing

The amount of each semen sample obtained (n = 44) was split into 3 equal parts, and each part was diluted
in a different commercially produced extender, differing in the type of cryoprotectant used. The first selected
extender was AndroMed® (Minitiibe GmbH, Tiefenbach, Germany), a standardly used egg yolk-free extender
containing an extract of soy lecithin and antibiotics (Gentamicin, Spectinomycin, Lincomycin, and Tylosin). The
second was Optidyl® (Biovet, Fleurance, France), an extender containing ionized egg yolk, Tris, and antibiotics
(Streptomycin, Penicillin, Lincomycin, and Spectinomycin). The third extender was BULLXcell® (IMV, L’ Aigle,
France), with a 20% addition of fresh egg yolk. The diluted semen was filled into straws (0.25 ml, IMV, L’ Aigle,
France), then slowly cooled to 4 °C and equilibrated for 2 h in a cooling box.

After the timed equilibration was complete, the doses were transferred into a freezer which was already cooled
to 4 °C. A direct freezing method (Digitcool®; IMV Cryo Bio System, L' Aigle, France) was used for freezing.
The diluted semen was frozen by using a 2-phase freezing curve (DoleZalova et al. 2015) and then stored in
a liquid nitrogen container,

Semen thawing and sample evaluation

The straws were thawed in a 38 + 1 °C water bath for a period of 30 s and subsequently evaluated. Spermatozoa
total motility (%) was assessed using the CASA (computer assisted sperm analysis) method (SCA® Productionv.5.3.,
MICROPTIC, Spain) with a phase contrast microscope (Eclipse E200, Nikon®, Tokyo, Japan) at a x 200-300
magnification whereby a minimum of five fields of view per each straw were evaluated (Tuncer et al. 2011).
Furthermore, the flow cytometry evaluation was performed as described by Savvulidi et al. (2021) with a small
modification in the total viability evaluation, as the viable sperm were assessed as cells with an intact plasma
membrane and an intact acrosome. The CASA and flow cytometry evaluations were performed immediately
after thawing, and then 1 and 2 h afier thawing. During the TT, the samples were kept in an INB 400 incubator
(Memmert GmbH, Schwabach, Germany) at 38 °C.

Statistical evaluation

The acquired data were analyzed using the statistical software SAS 9.3. (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
The generalised linear model (GLM procedure) was used for the evaluation of individual effects. The Tukey-
Kramer method was used for the evaluation of differences of the least square means. The following model
equation was used:

Y, =u+A+B+C +(AB)+ (AQ), *e

ijk?
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Description:

Yo dependent variable (spermatozoa motility, spermatozoa viability, plasma membrane damage, acrosome
amage, high mitochondrial activity after thawing, i.e. 0, 60, and 120 min of TT [T0-T120]);

p—  average value of the dependent variable;

A~ iclass bull fixed effect (for spermatozoa motility: i = 1,n=45;1=2,n=45;i=3,n=45;i=4,n=45; for
flow cytometer evaluated parameters: i=1,n=90;i=2,n=90;i=3,n=90;i=4, n=90);

B - j class extender fixed effect (for spermatozoa motility: j = AndroMed®, n = 60; j = Optidyl®, n = 60;
j=BULLXcell®, n = 60; for flow cytometer evaluated parameters: j = AndroMed®, n = 120; j = Optidyl®,
n=120; j = BULLXcell®, n=120);

C,-  kclass evaluation time fixed effect (for spermatozoa motility: k=0, n=36; k=60, n=36; k = 120, n=36;
for flow cytometer evaluated parameters: k =0, n=120; k = 60, n = 120; k= 120, n = 120);

AB, — interaction between fixed effect of the bull and chosen extender;

AC, — interaction between fixed effect of the bull and an evaluation time;

&~ residual error.

Significance levels of P <0.05 and P < 0.01 were used to evaluate the differences among groups.

Results

The model equation was significant (P < 0.001). All effects described were significant
(P <0.001), and the evaluated interactions were confirmed to be significant at a P < 0.05
significance level. The detailed values from the CASA and flow cytometry evaluations are
presented in Table 1. As evident from Table 1, bull IV preserved the highest total motility
of spermatozoa throughout the TT. The differences from the other bulls were significant
(P < 0.01). The highest values of viability during TT were also achieved by bull IV
(52.62%), where differences from the other bulls (—5.17%; —6.58% and —6.69%) were
found to be significant (P < 0.01). Table 1 further presents that bull IV and bull II recorded
the highest mitochondrial activity during TT (P <0.01). Bull IV achieved the lowest values
of plasma membrane damage during TT (# < 0.01) and, together with bull III, the lowest
values of acrosomal damage during TT as well (P <0.01).

A gradual decrease of the total motility and mitochondrial activity was observed during
the TT, as the average motility and mitochondrial activity decreased from 51.53% and
65.21% post thawing to 29.44% and 54.44% respectively, after 120 min of incubation
(P < 0.01). As evident from Table I, the least suitable extender was AndroMed®,
which preserved all evaluated sperm indicators at the lowest values, with the exception
of mitochondrial and acrosome damage, which were the highest. The differences in egg
yolk-based extenders were significant in all measured qualities (P < 0.01).

Further interpreted results are shown in Table 2, which describes the evaluated interactions.
Significant impacts of the inter-sire (bull’s individuality) effect on the motility, viability,
mitochondrial activity, and membrane damage of thawed sperm in different diluents were
observed in the current study (£ < 0.01; P <0.05). Additionally, it was statistically proven
(P < 0.01) that the egg yolk-based extenders achieved higher spermatozoa motility than
egg yolk-free diluent in all bulls except bull I. There were significant differences between
individual bull evaluation of post-thawed total spermatozoa motility and evaluation of the
motility at the end of TT in bulls II, TIT, and TV (P < 0.01). The biggest drop in motility
during the TT was achieved by bull II (27.77%, P < 0.01). No significant differences were
found between individual bull spermatozoa viability in the TO and T120.

Discussion

Successful spermatozoacryopreservationdependsonseveralinterrelated factors, including
the initial quality of the semen, the composition of the extender, the cryoprotectant, the cooling
protocol, the packaging, the thawing rate, and the interaction of these components, as well
as individual animal variation (Cooter et al. 2005; Andrabi 2007; Clulow et al. 2008).
The refinement of insemination dose production is therefore still a ceaseless process
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Acrosome damage
31.63 £0.404
33.70 = 0.40°
29.50 + 0.40°
29.70 + 0.40°
25.52+£0.35*
29.96 +£0.35%
37.92+0.35¢
36.13 £ 0.354
29.16 = 0.35%
28.09 + 035"

Plasma membrane damage
50.81 = 0.484
52.73 £ 04840
52.89 + 0.4840
45.66 = 0.488
52.25L042*
47.42 +0.42®
51.89 £ 0.424
56.16 = 0.424
49.16 + 0.42°
46.25 = 0.42¢

59.76 = 1.214
65.82+1.21%
49.88 +1.21°
66.93 +1.218
65.21 +1.054
62.15+1.05%

54.44 £ 1.05°
54.56 = 1.054

Mitochondrial activity
67.20 + 1.05°
60.03 £ 1.05¢

Viability
47.45 + 0,494
46.04 = 0.49
45.93 + 0.494
52.62 = 0.49®
46.72 +0.424
51.28 = 0.428
46.02 + 0.424
42.55 +0.424
49.42 + 0.42°
52.06 = 0.42°

Total motility
43.67 £ 0.954
40.44 + 0.954
31.89=0.95°
49,11 £ 0.95¢
51.53 + 1.064
42.08 = 1.06®
29.44 L 1.06°
36.00 + 0.824
43.50 + 0.828
44.33 +0.82%

Level
Bull 1
Bull 2
Bull 3
Bull 4

60
120
Andromed®
Optidyl®
BULLXcell®

Results are expressed as least square means = standard error. Different uppercase superscripts (*® €) in columns (within each effect) indicate significance at P <0.01.

Different lowercase superscripts (* <) in columns (within each effect) indicate significance at P < 0.05.

Table 1. The effect of sire, evaluation time, and diluent on a post-thaw computer assisted sperm analysis and flow cytometry variables of bull spermatozoa.

Evaluation time
Dilutent

Effect
Bull

of utmost importance, as about only 50%
of spermatozoa recover after thawing, even
under the most refined and controlled freezing
conditions and modifications (Layek et al.
2016). The differences in sperm motility and
other spermatozoa features during the TT test
confirm the effects of sire individuality on the
final fertilization capability of spermatozoa
and can also correlate with genetic factors
explaining inter-species and breeds, as well as
individual differences (Thurston et al. 2002).

Our findings of spermatozoa motility changes
during TT are in accordance with Beran et al.
(2013) and DoleZalova et al. (2016) who
recorded the highest motility at the beginning
of the TT immediately after the thawing of
the straws. Alcay et al. (2015) in their study
comparing post-thawing spermatozoa motility
in extenders with the addition of fresh or
lyophilized egg volk found no significant
differences between these extender variants,
which is consistent with our findings.

Our results are also comparable to Muifio et
al. (2007), Celeghini etal. (2008), Crespilho
et al. (2012), and Singh et al. (2018), who
detected that egg yolk-based extenders provide
higher values of post-thaw spermatozoa
motility compared to soybean lecithin-based
extenders. Opposing findings were found by
Kumar et al. (2015), who reported higher
sperm motility in insemination doses diluted in
plant-based extender rather than egg yolk-based
diluents. In the study conducted by Murphy et
al. (2018), no significant differences between
the total sperm motility of insemination
doses diluted in AndroMed® and BULLXcell®
were reported. Contrastingly, Amirat et al.
(2005) observed that egg yolk-based diluents
negatively affected spermatozoa motility,
probably due to substances that these
extenders contain, whereas soy lecithin-based
diluents preserved higher total sperm motility.
With an increasing emphasis on biosecurity
issues and on controlling disease with regards
to international sperm shipment, egg yolk
extenders have become suspect for facilitating
the transmission of diseases. Therefore, the
potential of asoybean-based extenderreplacing
egg yolk extenders has been investigated
by several researchers (Aires et al. 2003;
Muifio et al. 2007, Miguel et al. 2008;
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Table 2. The effects of interactions between bull, diluent, and evaluation time on a post-thaw computer assisted sperm analysis and flow cytometry variables of bull spermatozoa.

Effect Level Total motility Viability Mitochondrial activity Plasma membrane damage Acrosome damage
Bull 1 * Andromed® 42.33 £ 1.64% 39.72 +0.85%° 35.17+2.09% 59.20 + 0.844 31.00 = 0.694
Bull 1 * Optidyl® 45.00 + 1.64%= 4832+ 0.85% 60.43 +2.09® 50.50 +0.84% 28.10 = 0.694
Bull 1 * Bullxcell® 43.67 £ 1.644 49.76 + 0.858 54.06 = 2.09%* 48.98 + 0.84"2 29.39 £ 0.6942
Bull 2 * Andromed® 33.33 +1.647° 40.76 = 0.85* 54.86 + 2,098 57.80 = 0.84* 41.73 + 0,698
Bull 2 * Optidyl® 43.00 + 1.64*° 48.74 £ 0.858 65.23 +2.0980 49.59 4 0.8482 27.28 + 0.69*
Bull * Diluter Bull 2 * Bullxcell® 45.00 £ 1.644° 52.85+0.8550 59.19 +£2.098* 45.03 £ 0.84°° 25.89 £ 0.694°
Bull 3 * Andromed® 25.33 4 1.6485¢ 49.35+0.85" 66.56 £ 2.09¢ 49.21 + 0.84% 33.36 + 0.69"
Bull 3 * Optidyl® 3533 £ 1.644P% 52.92 +0.85% 69.90 + 2.09%* 45.33 £0.84%° 29.06 + 0.694
Bull 3 * Bullxcell® 35.00 £ 1.644P° 55.58 £ 0.85° 64.33 £ 2.09%° 42.46 = 0.84¢ 26.68 £ 0.69*
Bull 4 * Andromed® 43.00 = 1.644 40.35 £ 0.854 61.67 +2.098 58.43 +£0.844 38.44 + 0.69%°
Bull 4 * Optidyl® 50.67 + 1.64F> 47.70 = 0.85® 73.26 £ 2.09% 51.20 +0.845 32.22+0.69*
Bull 4 * Bullxcell® 53.67 = 1.64% 50.05 =0.85% 62.54 +2.09%° 48.54 + 0.84% 30.43 +0.69*
Bull1*0 48.89 £ 2.1242 46.04 = 0.854 57.41£2.09* 53.11 £ 0.844= 24.24 + 0.694
Bull 1 * 60 4333 +£2.124 48.67 £ 0.85% 50.80 +2.094 50.22 = 0.844 28.28 £ 0.69°
Bull 1 *120 38.89 £ 2,124 43.09 £ 0.85" 41.45=2.09® 55.35+0.84° 35.97 + 0.69¢»
Bull2*0 54.44 +2.12B= 46.83 = 0.854% 61.83 = 2.094¢ 52.32+0.84* 23.30 £0.69*
Bull 2 * 60 41.11 +2.124 51.19 +0.8540 60,15 = 2.0940 47.26 £ 0.84° 30.74 + 0.69®
. . Bull 2 * 120 26.67 £2.12¢° 44.32 +(.858° 57.29 £2.094 52.84+0.84* 40.86 + 0.69°
Bull * Evaluation Time
Bull3*0 43.33 £2.124° 49.61 = 0.854 71.58 =2.09% 49.12 + (.84 2523 £0.69*
Bull 3 * 60 33.33+2.12¢ 56.05 = 0.85° 71.24 +2.09% 42.54+0.84¢ 28.42 £ 0.69°
Bull 3 * 120 17.22 £2.12° 52.19 £ 0.854 57.98 £2.094 4534 +(.84%> 35.45 £ 0.69¢
Bull4*0 59.44 £2.12° 44,41 £ 0.85%> 70.02 +2.09%¢ 54.45 £ 0.84*° 29.31 £ 0.69°
Bull 4 * 60 50.56 £2.1280 49.22 = 0.854 66.41 =2.09¢ 49.67 + 0.84 32.39 + 0.69¢*
Bull 4 * 120 35.00 +£2.12°¢ 44.48 = 0.858%° 61.03 £ 2.0940 54.06 +0.84 39.39 + 0.69°°

Results are expressed as least square means + standard error. Different uppercase superscripts (*® ©P) in columns (within each effect) indicate significance at P < 0.01.
Different lowercase superscripts (*®) in columns (within each effect) indicate significance at P < 0.05.
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Miguel-Jimenez et al. 2020). Aires etal. (2003) and Amirat et al. (2005) reported that
soy lecithin-based extenders performed better in the spermatozoa quality indicators than
cgg yolk-based extenders in freezing semen from Holstein bulls. On the contrary, a higher
percentage of viable spermatozoa cryopreserved in egg yolk-based extender compared to
soy bean lecithin-based diluents were observed in the studies by Crespilho et al. (2012)
and Singh et al. (2018). Akhter et al. (2010) compared extenders based on soy bean
extract with egg yolk-based diluents by evaluating viability, acrosomal status, spermatozoa
motility, and a 60-90 day non-return rate in Holstein bulls. No significant difference was
found between the extenders in these indicators. The same results, related to non-return
rate when extenders based on egg yolk or soy lecithin were used, were found by Murphy
etal. (2018).

These propositions are in contradiction not only to our results, but also to Celeghini et al.
(2008) and Crespilho et al. (2012), where samples of semen diluted with soy lecithin-based
extenders reached the lowest spermatozoa motility, viability, plasma membrane intactness,
and acrosomal and mitochondrial status post-thawing, which are preconditions for greater
in vivo fertility (Thun et al. 2002; Veerabramhaiah et al. 2015). The protective phase of soy
lecithin is apparently limited during cryoconservation, resulting in a reduction of spermatozoa
viability post-thawing and during artificial insemination (Crespilho etal. 2012).

Reduction and differences observed in individual bull spermatozoa quality indicators
depend partially on the extenders used for cryopreservation, indicating that compounds
present in the extender affect post-thaw semen quality differently (Kumar et al. 2003;
Beran et al. 2012). As evident from the current study, some sires’ sperm quality did not
differ, whether the sperm was diluted in an egg yolk-based or in a soy bean lecithin-based
extender, while other bulls maintained improved spermatozoa features when diluted in
egg yolk-based extenders. These findings are consistent with the conclusions of Beran
et al. (2012), who confirmed the effect of bull individuality on post-thaw characteristics
and spermatozoa quality.

In conclusion, extenders based on egg yolk exhibited a higher spermatozoa motility
after insemination dose thawing and simultaneously achieved a higher proportion of viable
spermatozoa, mitochondrial activity, and membrane intactness in comparison to egg yolk-
free extender. From the obtained results we can clearly recommend using egg yolk-based
extenders for bull cryopreservation. In all the evaluated indicators of semen diluted with
various types of extenders, individual differences among bulls were observed. To maintain
the highest level of fertilizing ability of manufactured insemination straws, it would be
highly appropriate to choose the proper semen extender with respect to the individuality
of the bulls.
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H dojeny skot
{

jakosti mléka, monitoringu 3kodli-
vych létek aj.) na spolkové Grovni;
vy transparentnost viech opat-
fenl a realizace spide dlouhodo-
hyich kampanf;

vydavéni informacnich matertald,
piiprava konceptt Skolenl a dall-
ho vzdélévanf;

podpora odbornych a spoleden-
skych akel organizovanych pro §i-
rokou vefejnost;

zajistovanl agrarnf reklamy pro-
stiednictvim profesiondlnich mar-
ketingovych firem;

viuzivani filmu, videa a relaci v te-
levizi;

vytvofeni fondu pro reklamu a ko-
munikaci z odvadu 0,01 centu
(0,0025 K¢) za kg mléka.

-

-

-

Strategie komunikace mezi Gcastniky
wyraby mléka je, stejné jako kemuni-

kace s vefejnosti a sdélovacimi pro-
stiedky, d\q_uhodob?m tkolem zahr-
nujfcim vytvofent vzdjemné divéry,

2avér konference

Struény zavér konference pfednes!
predseda Némeckého mlékdrenskéhe
svazu dr. Engel. Poukdzal na faktory
prezentované v referdtech oviviiujlci
Uspéinost vyroby miéka a na jejich
vyznam v nastavajicim obdobl. Ve
vztahu k wyvoji situace na trhu upo-
zornil na dkoly mlékéren spocivajict
mimo jiné v podpofe exportu a na
skutednost, Ze vyrobel miéka stejné
jako zpracovatelé jsou ,uZivatell”
otevfenych trhél, pfitemi vyjednané
obchodn( dohedy poskytujl vice Sancl
ne# rizik. Pra Gspénou vjrobu mié-
ka i v daldlch letech se pfimlouval
k vytvofenl ,klimatu podpory” od
politiké,

Vysokd (fast, dobfe sestaveny hlav-
ni a doprovodny program, prezen-
tované vysledky, aktivnl posluchadi
a optimisticky pribéh Miééného fora
potvrdily dobrou pfipravenost viech
Gcastnikl trhu s mlékem v Némecku
na postupnd zavadénou reformo-
vanou zemédélskou politiku unie.
Z politické podpory agrarniho sekto-
ru a z piijatych opatfenl byla patrna
snaha a pfipravenost vyuZit prednosti
liberalizace trhu k posflenf pozice Né-
mecka ve vifrobé, zpracovani a expor-
tu miéka a mlédnych vyrobka. Ziejmé
i proto se problematika souvisejici se
zrudenim kvat v roce 2015 {wyvoj cen
miéka a mlé&nych vyrobkd, potetn
stavy dojnic, objem vjroby mléka aj.}
nestala hlavnim pfedmétem jedndn(
a diskusi MléZného féra. Utastnikim
Miééného féra z CR se mohlo jevit,
Ze mezi hlavni pifEiny Usp&nosti né-

meckého sektoru mléka patfi jeho
aktudlnl politicka podpora, resp. Ze
politické podpora agrérniho sektoru
(vletné vyroby a zpracovani mléka) je
v CR nedostateén. Ve srovnani s po-
méry v Némecku existujt v CR znaéné
rezervy i v prosazovani oprévnénych
zajm(i a pozadavkl zemédélel v Bru-
selu a ve stanavenl cildi, tkoll a pri-
orit zemédélské politiky na nérodni
vrovni,

Piispévek byl zpracovdn v rdmdi fele-
nf projektu NAZV &is. QJ1210301,

Ing. Jindfich Kvaplilik, Dr.Se.
Vyzkumny tstav Zivocisné
vyroby, v. v. i,
Praha-Uhfinéves,

Ing. Jifi Kopacek, CSc.
Ceskomoravsky svaz
miékdrensky

Plodnost dojnic se v poslednich desetiletich pribé&Zné sniZuje a tato skuteénost negativné ovliviiuje ekonomi-
ku jejich chovu a produkce mléka i hovéztho masa. Dlouhodobé jsou proto realizovana sledovani zamérend
na faktory ovliviiujici reprodukéni schopnosti krav s cllem eliminace jejich negativniho vlivu. Jednim z dil¢ich
faktord vyznamné se podilejicich na vysledku plodnosti dojnic je plodnost byka.

Geneticky potencial plodnosti byka Je
ovliviiovan zpdsobem zpracovanl cer-
stvého ejakulétu a vyroby inseminatni
davky. V poslednich letech byla pri-
béiné zkoumdna Fedidla a Jejich adi-
tiva, rlizné deélky a zplsoby chlazeni,
mrazenf a rozmrazovanf byétho ejaku-
latu {Holt, 2000). Nezbytnou souddsti
technologickéhe procesu vjroby inse-
minacnich dévek je zplsob chlazenl
a ekvilibrace,

Chlazeni

Chlazenl je faze adaptace spermil na
zpomaleni metabolismu, musi byt
provedeno za optimdlnich podminek,
protoze savél spermie Jsou citlivé na
rychlost zchlazovédni, Semennd plazma
samotnd pfedstavuje pouze miniméaln
ochranu pro spermie béhem poklesu
teplot. Pro uskladnéni inseminaZnich
dévek v nizkych teplotdch je tudiz ne-

zhytné piidavat k ejakuldtu pred chla-
zenim odpovidajfci fedidla (Saloman
a Maxwell, 1995). Glycerol a vajeny
Zloutek byly v minulosti nejvice vyuzi-
vanymi kryoprotektanty, ale v posledn(
dobé se upousti od pouzivéni vajetného
Zloutku, protoze zde hrozf urdité riziko
mikrobidin{ kontaminace, prote je pre-
ferovdno poufitl ZHoutkovjch néhra-
Zek, které jsou pfesné definované, hez
patogent a nejsou ZvotiEného plivodu
(Aires et al,, 2003). Nafedény ejakuldt je
chlazen pomalu, aby se pledesle chla-
dovému Soku. VEfi se, Ze chladovy Sok
podkozuje funkci proteini membrany,
které jsou nezbytné pro strukturdini
integritu iontového metabolismu, Tyto
zmény se déjf za plsobeni teplot od
15 do 5 °C, pod 0 °C ustdvajl (Watson,
2000). Béhem pomalého chlazeni de-
chézi K dehydrataci spermie, kdy miize
byt dosaZeno bodu osmotické rovnové-

hy mezi intracelulémim a extraceluldr-
nim prostfedim, to znameng, Ze bun&é-
nd dehydratace je maximaini, KdyZ se
zchladr pilis rychle, rychlost dehydrata-
ce nenf dostacujicl pro piedchdzenl vy-
skytu intracelulémiho ledu (Woelders,
1997). Rychlé zchlazenl také redukuje
rozklad fruktézy, obsah kysltku a synté-
zu ATP, co? znamend, Ze spermie ztracl
zasobeni energil a nasledné | motilitu
(Blackshaw a Salisbury, 1957). Po nafe-
déni jsou davky postupné zchlazovany
234°Cna4°C, pred vlastnim zmrazenim
Jsou pa urditou dobu uchovény v chladi-
cim boxu za plisobenl konstantnf tep-
loty (Moussa et al., 2002). Laboratorni
mrazici protokoly zahruji metodu rych-
1ého chlazeni inseminatnich dévek na
teplotu4-5 °C (Dhami et al, 1992). Podle
Moussa et al. (2002) je 1,5 hodiny opti-
malni doba zchlazovéni inseminaéni dav-
ky na teplotu 4 °C, s tim, Ze nasledné je

dévka ekvilibrovana. Dhami et al. (1996)
zase shledal, Ze nejvhodnéjsf je pomalé
chlazeni pejet z 30 °Cna 5 °Cza 2 hodiny
anebo rychlé zchlazeni na 10 °C.

Ekvilibrace

Ekvilibrace byla oznacovdna jako cel-
kovy fas, béhem kterého spermie
zhstdvd v kontaktu s kryoprotektan-
tem pfed zmrazenim. V tomto stadiu
kryoprotektant jake napiiklad glyce-
rol penetruje do spermatickych bunék
a nastavuje urtitou balanci mezi intra-
celuldrl a extraceluldrn{ koncentracl
(Salomon a Maxwell, 2000), Glycerol
oviem pronika do bunék velmi rychle,
tudiz dostatetné dlouhé ekvilibraéni
obdobi je nutné splie pro adaptaci
membran spermil na nizké teploty bé-
hem mrazeni nez pro prostup glycero-
lu do bunék {Vishwanath a Shannon,
2000; Muifio et al,, 2007). Nemélo by
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byt prehlizeno, 7e ekvilibraca viitd ba-
lanci koncentrace osmeticky aktivnich
kemponent fedidel (Salomon a Max-
well, 2000), Ekvilibrace je proces, ktery
nésleduje po zchlazeni inseminacnich
dévek, jeho doba Je variablinf, trvd od
30 minut do 24 hodin pfed samotnym
mrazenim, Objevovaly se snahy zkraco-
vat nebo Gping eliminovat tento krok
vevyrobé inseminadnich dévek, zrychlil
by se tak proces kryokonzervace nehle-
d& na kvalitu rozmrazeného ejakulétu
(Dhami et al,, 1992). Také néktefi auto-
fi jako napfiklad (Dhami a Sahni, 1993)
zpochybiiovali nutnost provedenf ekvi-
librace a jejf skutecny vliv na néslednou
Zhvotaschapnost spermil,

Ve studil Bencharif et al. (2008) byla
doba ekvilibrace zkrécena na 30 mi-
nut pi plsobenf teploty 4 °C. Talevi
at al. {1994) jako nejvhodndjsi shle-
dali dobu trvani ekvilibrace jednu
hodinu, Awad (2011) nebo Dhami et
al. (1996) ve své praci vyuzivall dobu
ckvilibrace dvé hodiny pii 5 °C. Mini-
mélnl délka ekvilibrace vhodnd pro
naslednou kryokonzervaci spermatu
s uspokoivymi vysledky Zivotaschop-
nosti spermil po rozmrazen{ je stdle
spornd (Dhami a Sahni, 1993).

Ve vystedcich nékolika dalsich studif
byly zhodnoceny interakce mezi riiz-
nymi délkami ekvilibrace a pouZltymi
fedidly na wjslednou Zivotaschopnost
spermil, Napfiklad Bois et al. (2012)
porovndval vliv dvou délek ekvilibrace
(30 a 60 minut) na naslednou motili-
{1 a membrdnovou integritu spermil.
Kratky Cas ekvilibrace (30 minut) mél
negativni viiv na membranavou integri-
1u spermie, aviak rozdily mezi wsledky
motility nebyly statisticky wyznamné.
Interakel mezi pouZitymi fedidly a dél-
kou ekvilibrace se ve své préci zaohiral

Pii vijrobé inseminaénich ddvek se pejety uklddaji na stojany

Foto Ludék Stadnik

také Lefte et al. (2010), ktery srovndval
plisobeni urcité doby ekvilibrace na
Inseminaéni davky fedéné odlidnymi
fedidly a sledoval jefich vzajemné inter-
akce a vliv na motilitu spermif, integritu
plazmatické a akrozomalni membrany,
za pouiti objektivnich a presnyich me-
tod kontroly zaloZenych na poitatové
diagnostice. Zkoumal tfi délky ekvili-
brace (0, 2 a 4 hodiny) a jejich vliv na
inseminaéni dévky fedéné fedidly TRIS
a Bioxcell®. Zjistil vjznamné interakce
mezi délkou ekvilibrace a pouzitym
fedidlem na wslednou motilitu a mem-
brénovou integritu, s tim, Ze nejlepd/
vysledné hodnoty byly zjiStény u délky
ekvilibrace étyfi hodiny u obou fedidel.
TudiZ na zakladd objektivni analyzy
je doba ekvilibrace zdsadnl krok pro
udrzeni matility a integrity membrany
spermie nezévisle na pouZitém fedidle
{Lelte et al, 2010),

Na nékterych inseminacnich stanicich
se vyuzivéd délky ekvilibrace 3-4 ho-
diny a ejakuldt je mrazen ve stejny
den, kdy byl odebran, ale napfiklad
starsi studie (Pickett a Berndtson,
1978) doporucuje ekvilibrovat eja-
kulat pies noc asi 18 hodin a mrazit
a2 druhy den rdno, jejich zjidtén{ do-
kumentuji lepsi vysledky plodnostl.
Takové prodiouZeni délky ekvilibrace
je vhodné pro ¢asov§ harmonogram
inseminaénl stanice, kde je kazdy den
odebfrdn ejakulat od mnoha bykd,
ejakuldt a nésledujicl den réna. Prv-
nf vyzkumné vysledky naznadujl, ze
prodlouzeni doby ekvilibrace zvyiuje
oplozovaci schopnost spermii (Arav et
al,, 2000), Vétiina studii na prodlou-
#eni doby ekvilibrace byla provedena
na inseminaénich davkach fedénych
pomoc! Zloutkového nebo mléiného

fedidla, aviak nejsou dosud Zadné
zaznamy o prodlouzeni doby ekvili-
brace a poutiti beziloutkowjch fedi-
del (Muifio et al,, 2007). Soutasn je
otdzkou pracovn! a asovd ndrocnost
del( ekvilibrace ve vztahu k celko-
vym nakladim vynalozenym na vjro-
bu jedné inseminacni davky.

Z vysledk nékolika dalifch studif je
ziejmé, Ze optimalni doba ekvilibra-
ce pro byéi sperma pied zmrazenim
Je uchevani v 5 °C po dobu nékolika
hodin (4-18 hod.). Lze tak ziskat ma-
ximélni Zivotaschopnost spermii po
rozmrazen! inseminacni davky (Muifio
et al., 2007). Také vysledky prace Arav
et al. (2000) naznaujl, Ze prodlouZe-
ni doby ekvilibrace zvy3uje oplozovaci
schopnost spermil. Pfes tato zjiSténi
stale existuji pochybnosti ohledné vlivu
doby ekvilibrace na néslednou pohyb-
livost spermil, integritu spermatickych
membran a jejich mitochondrilnich
funkel po rozmrazeni (Leite et al,,
2010). A soucasné je stale malo znémo
o interake! délky ekvilibrace a pouzi-
tych fedidel (Muifio et al., 2007), kdy
rozheduje doba a teplota ekvilibrace
prévé v zdvislosti na pouZitém fedidle.
Soutasné je spolurozhodujici také tep-
lotnl gradient chlazeni, resp. nésledné-
ho mrazen! inseminaénich davek. Ekvi-
librace se jevl jako nezbytny proces
pro Gspdiné mrazenl byéfho spermatu,
mé vliv na jeho oplozovadi schopnost
a preiitelnost. Maximalizace pfeZiti
bunék, které isou podrobeny zmra-
zenl a rozmrazeni, vyzaduje peclivou
kontrolu postupu chlazeni a zmrazo-
vani (Arav et al,, 2002). Optimalizace
technologickych  postupl  chlazenf
a ekvilibrace mZe pfispét k efektiv-
néjéi vjrobd inseminaénich davek s vys-
3i aplozovaci schopnostl,

L - Al 13
...0L potom prochdzeni ekvilibraci po uréitou dobu pFi teploté 4 °C
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A proto je pravé tato otdzka druhym
okruhem vyzkumného projektu fedené-
ho CZU v Praze s cilem inovovat techno-
logické postupy wyreby inseminatnich
dévek, PredloZeny piispévek predstavu-
je struény pfehled dané problematiky,
ze kterdho vychdzi metodika provoznl-
ho sledovani a laboratornich pradi, Re-
Sitelsky tym bude pribéiné odbormou
vefejnost seznamovat se zajimavymi
zjisténimi a vysledky, véetné jejich po-
tencidiniho praktickéhe uplatnéni.
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Pridavek kryoprotektan

Pramérna droveh plodnosti dojnic je nedostatecna a tato situace je ekonomicky dlouhodobé neudrzitelna.
Skutetnost, Ze vysledky inseminace ve stadech dojeného skotu nejsou dlouhodobé uspokojivé, vyvolala po-
slednf dobou zvy3eny zdjem o hodnocen( plodnosti byka. Vzhledem k intenzité pouziti vybranych plemeniku
v inseminaci, a tim jejich vyraznému vlivu na nasledujicl generaci pfedstavuje snizend plodnost byka riziko
vyznamnych ekonomickych ztrét pro cely mlécny primysl.

Plodnost byka je oviivnéna celou fa-
dou faktord, které mohou ovlivnit
kvalitu Zerstvého ejakulatu i vyrobe-
né inseminaéni davky (Karoui et al,,
2011), Cetné studie prokazaly acinek
vybranych faktord, jako je vék byka,
odhéroyy fad, sezdna, tym pro odbér
spermatu nebe interval mezi odbéry
na znaky spermatu {Mandal et al,
2010). V rémai vyroby dévek je tfeba
maximalizovat geneticky potencil
daného plemenného byka vyuitim
optimalnfch technologickych postu-
pl. Udren! oplozovacl schopnosti
ejakulatu v pribéhu dlouhého a na-
rofného procesu jeho zpracovanl, fe-
déni a mrazeni, pii vyrobé inseminad-
nf davky & po jejim rozmrazeni mize
zajistit vy3¥l Groven zabfezdvanf doj-
nic, sniit spotfebu inseminaénich da-
vek, zkratit délku mezidobi a zlepsit
tak ekonomickou efektivitu jejich
chovu. Usp&$né zabfeznutl a zame-
zenl ekonomickych ztrat v inseminaci
zavisl na schopnost! rozmrazeného
spermatu oplodnit cocyt (Vera-Mu-

noz et al., 2009). Cilem mrazenl sper-
mii Je jelich produkce do zasoby pro
potieby inseminace a je také dileZl-
tym néstrojem pro distribuci gene-
tického potencidlu bykt (Amirat et
al,, 2004). Kryokonzervace rozsituje
dostupnost spermil pro oplozeni,
nlcméné potencidl oplozeni oocytu
rozmrazenymi spermiemi je snfZen
v disledku zmén ve struktufe a fyzio-
logii spermif, které sniZujf jejich Zivo-
taschopnost i oplozovad schopnost
(Vera-Munoz et al., 2011).

Biologie spermie a teplota

Spermie byka se skladd z hlavitky
a bittku, pfitemz na apikalni konec
hlavicky naseda akrozom, ktery obsa-
huje enzymy (hyaluronidazu a akro-
zIny), napomahajici priniku spermie
pres ochranné obaly vajicka, Cely po-
vrch spermie pokryvd dvouvrstevnd
cytoplazmatickd membrana, kterd se
sklada prevainé z lipidd a proteind.
Pievazujlcimi lipidy jsou fosfolipidy
a cholesterol (Hammerstedt et al,

#nich ddvelt a jefich mrazenife produkce pro

c yroby
potieby inseminace, a tedy pro distribuci genetického potencidlu byka
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1990). Vysoky obsah fosfolipidd je
pfedeviim v cytoplazmatické mem-
brané spermit byka (Hofirek et al,,
2009). Kdyz je cytoplazmaticka mem-
brana spermie zchlazena, podléhaji
fosfolipidy v ni obsazené pfeméng
z tekutého stavu do stavu krystalic-
kého gelu. KaZdy druh lipidu podlé-
hé této zméné za plsobeni rozdilné
teploty, tudiz membréna, kterd je
jako celek sloZena z mnoha rdznych
lipidQ, podiéhd této zménd v rela-
tivné Sirokém teplotnim rozmezi.
Ve fézi krystalického gelu se fetézce
fosfolipidd naravnavaji a prodluzuji,
co? vede k jejich obaleni membra-
nou a k naslednému omezeni po-
hybu lipidd a preteind ve vnitfnim
uspofadani. Samostatné  proteiny
jsou wylouceny z krystalického gelu,
k mnoha reakcim lipidd a proteind
proto nemize dochdzet. Nahroma-
d&nim proteind a zménou struktury
lipid@i se cytoplazmatické membréna
stdvé nestabilni a jejf funkce jsou po-
$kozeny (Amann a Pickett, 1987). Pro-
ces samotné kryokonzervace zhoriuje
funkci spermif, coZ miize vést ke sni-
Zenl jejich oplozovac( schopnosti (Ce-
leghini et al,, 2008). V disledku zmé&-
ny teploty, piedeviim jejiho poklesu,
hrozf u spermil poskozeni plazmatic-
ké membrany, akrozomu, jadra a na-
rudent jejlch mitochondridlnich funkci
{Celeghini et al,, 2008, Amirat et al.,
2004). Nutnost! procesu mrazeni je
predchazet letélnim intracelutdrnim
ledovym formacim pouzitim vhod-
nych fedidel a co nejvice tak omezit
riziko potkozeni membrany b&hem
mrazeni (Amirat et al., 2004).

Redéni ejakulatu
Postup a zplisob fedéni spermatu jsou
dileZitymi soucastmi pfipravy insemi-

naéni davky. Jako fedidla jsou dostup-
né specifické biochemické latky, které
ovliviiuji schopnost spermii a pfedché-
zejf jejich potkozeni v pribéhu mrazi-
clho procesu (Tatham, 2000), protoZe
slou#l jako ochrana pro spermie bé-
hem mrazeni (snaha zabrénit chla-
dovému Soku) a zlepseni motility po
nasledném rozmrazenl. Spermie jsou
ditlivé na teplotu, motilita se sniZuje
postupng, jak jsou spermie chlazeny.
Chladovy 3ok zplsobujé nevratnou
ztrdtu motility. Tomuto Soku miiZeme
predchdzet  kontrolovanym  proce-
sem chlazenl a pHdavkem ochranné
latky pro spermie (Vera-Munoz et
al., 2011). Moznosti fedéni spermatu
a pouzitl riznych fedidel a pfidavka
je mnoho (Holt, 2000), Redéni eja-
kuldtu vhodnym pufrem je dlleZity
faktor souvisejici s piezitelnosti sper-
mif béhem kryokonzervace (Rasul et
al, 2000). Mnoho studif se zabyvalo
nahrazenim pufru za chemické lat-
ky jako napfikiad Matharoo a Singh
(1980), Chinnaiya a Ganguli {1980),
ktefi vyuzivali fedidla na bézi citréty,
Tris a kyseliny citronové. Po dlouhou
dobu se jako efektivni kryoprotektant
pro konzervaci spermii vyuZival glyce-
rel (Polge et al., 1949), aviak mél za
ndsledek relativné nizkou pieZitelnost
spermifl po rozmrazenl {Mocé et al,
2010). Vice spedfické je fyziologické
plsobeni glycerolu na spermie béhem
procesu mrazenl, zastava funkd pfi vy-
méné intraceluldrni tekutiny nezbyt-
né pro udrienl bunééného objemu
spoleéné s ionty a makromolekulami,
sniZuje bod mrznuti vody a z toho vy-
plyvajic pokles koncentrace elektro-
Iyt ve voiné frakdi, tudiz se objevuje
méné ledovych krystald za kazdé tep-
loty (Medeiros et al., 2002). K dispozici
jsou riizné bezzloutkova fedidla jako
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napiiklad citratové fedidla, popfipadé
spifdavkem cukru (lakidza, sachardza,
rafindza). Pridavek cukru do fedidla
s ukézal jako vhodny, protoZe cukr
nenl schopny se rozptylit pfes plaz-
matickou membrénu, proto napiiklad
laktéza, sachardza, rafindza anebo
dextrany pfiddvané do fedidel plse-
bl jako kryoprotektanty. V takowych
slouceninach vytvari cukr osmoticky
tlak, proto se zde intraceluldrni ledo-
vé krystaly vyskytujl méné. Cukr také
reaguje s fosfolipidy v plazmatické
membrané, reorganizuje membranu
a zplisobuje, e jsou spermie schop-
né piefiti béhem procesu kryoken-
zervace (Alsen et al., 2002). Déle jscu
k dispozici mléénd fedidla v kombinaci
s fruktézou nebo citratem, fedidla na
bézi laktézy, sachardzy, Tris (hydroxy-
methyl) aminomethanu a dalif (Sala-
mon a Maxwell, 1995). Vajelny Zlou-
tek Je spoletny komponent Fedidel
ejakulatG u mnoha druhl hospodaf-
skych zvffat (Pace and Graham, 1974).
Literatura uvédi, Ze pro kryokonzer-
vaci byciho ejakuldtu se doporuduje
koncentrace vajetného Zoutku 20%
(Sansone et al., 2000), ve vétsich kon-
centracich se potom stavé pro spermie
toxickym (Shannon, 1972). Singh et
al. (1999) dokézall, #e koncentrace
vajecného Zloutku v fedidle 10% je
lepsi pro spermie v procesu mrazeni.
Vajeény Zloutek a glycerol byly pou-
ivdny jako kryoprotektiva vice nez
50 let (Pace and Graham, 1974). Ne-
pasterizovany cerstvy vajetny zloutek
mze piindSet riziko mikrobialni kan-
taminace, snizené riziko pfindsf paste-
rizovany, primyslové vyrobeny nebo
mikrobialné monitorovany vajetny
#loutek (van Wagtendonk-de Leeuw
et al, 2000). Cholesterol je hydrofobni
molekula ve vodé nerozpustnd, ma ale
multifunkénf viiv na bunéénou mem-
brénu spermie véetné jejl stabilizace,
snizenl propustnosti a dal$i viastnosti
(Crockett, 1998), Pomér cholesterolu
a fosfolipidd v cytoplazmatické mem-
brané spermie je dileZitym determi-
nantem tekutosti a stability bunécné
membrany za plsobeni nizkych teplot
(Watson, 1981). Redén/ ejakuldtu cho-
lesteralem pred mrazenim mize zmé-
nit adolnost spermatické membrany
na chladovy $ok (Watson, 1981). Proto
miiZe byt a je nahrazovan molekulami
cholesteralu podobnymi (cholestanol)
a dalimi (Amorim et al, 2009). Obec-

Makroskopické a mikroskopické znaky efakuldtu byka se

_ L
hodnotive

specializované laboratofi na inseminaéni stanici  Foto Ludék Stadnik

né se véfl, Ze LDL {Low Density Lipo-
proteins), ktery je soucsti vajetného
Zloutku, je z velké Zasti zodpovédny
za ochranu spermii v priib&hu mrazeni
(Pace a Graham, 1974}, nebot je chrani
proti chladovému Soku (Moussa et al.,
2002).

Specificka aditiva

Pfedpokladé se, ze LDL pusobl na
spermatickou membranu jeji stablli-
zadl. Druhé hypotéza tvrdi, ze fosfo-
lipidy obsaZené v LDL chranl povrch
spermie ochrannym filmem anebo
nahrazujl spermatickou membranu
fosfolipidy, které jsou ztraceny nebo
poskozeny béhem kryokonzervace
(Graham a Foote, 1987). A teti moZny
zplisob ochrany je, Ze LDL zachytdva
Skodlivé proteiny pfitomné v semenné
plazmé, tedy zlepiuje schopnost mra-
zeni spermif {Bergeran a Manjunath,
2006). P¥esny zplisob achrany spermif
a vliv na jejich motilitu pomodi LDL je
zatim nejasny (Bathgate et al., 2006,
Amirat et al,, 2004). V posledni dobé
bylo testovdno fedidlo z vajetného
Zloutku, oviem osvédcila se kombina-
ce s pifidavkem 6% LDL s 20 mmol glu-
taminu (Bencharif et al,, 2012). Podle
Moussa et al. (2002} se jako optimalnf
koncentrace jevi 8% pfidavek LDL do
fedidla. Dalsf mozné fedénl je 4, 5, 6,
7, 8 a 10% LDL (Moussa et al,, 2002).
Pridavek LDL do fedidla ma vét3( viiv
na kvalitu spermii po rozmrazeni, na
Jejich oplozovaci schopnost a motilitu
ve srovndnf s komeréné pouzivanymi
fedidly na bazi vajeéného zloutku jako
napfiklad Optidyl (Amirat et al,, 2004),
&i Triladyl (Amirat et al., 2005). Obecné
fedidla obsahujici LDL, ktery je extra-
hovany z vajecného Zloutku, mohou

byt vyuZita jako fedidla s lep$imi Ggin-
ky na spermie béhem mrazenl nei
fedidla komeréné vyuZivana (Moussa
et al,, 2002). Pridavek LDL miZe byt
také wyuZit pfi mrazenl sexovanych
davek (Vera- Munoz et al, 2009).
Uspéch mrazeni spermii také zdvisl
na stupni fedéni {Salomon a Maxwell,
2000) a v soucasné dobé mnoho stu-
dil zkouma vyuZivéni zmén a rlznych
konceritraci kryoprotektantd (Mocé
et al., 2010). Protoze v souasné dohé
nenf zndmy pfesny vliv LDL na spermie
a ani nenl doporuend jeho jedno-
znaéna koncentrace v fedidle, je vie
predmétem budouciho zkoumani.

Déle je jako pfidavek do béZné po-
uzfvaného bezzloutkového fedidla vy-
uifvan napfiklad iodoxanol v rlznych
kencentracich, ktery ma kryoprotek-
tivnl vlastnosti a napomaha spermiim
v zachovani jejich motility, integrity
membran, vytvaii pro né lepif prostie-
di a bréni vzniku ledovych krystal( ba-
hem mrazeni a rozmrazenl (Saragusty
et al,, 2009). Hu et al. (2009) sledovali
vliv trehalézy na spermie kancd, To-
nieto et al. (2010) se zabyvali jejim pé-
sobenim na spermie beran(i a Reddy
et al. (2010) posuzovali interakci toho-
to disacharidu a taurinu u spermif bu-
voll, Alternativou nejsou jen uvedené
sacharidy, ddle bylo také posuzovano
napfiklad plsobeni aminokyseliny
glutaminu {Amirat-Briand et al., 2008;
Tuncer et al, 2011) a v neposledn(
fadé také Gginek piidavku L-cysteinu
(Ansari et al., 2010), V scuéasnosti viak
nejsou dostupnd komeréné vyrdbéna
fedidla ejakuldtu bykd obsahujici tyto
latky, kterd by ve vsledku mohla zlep-
&it kvalitu insemina¢nich dévek. Proto
vyvoj komeréniho fedidla obsahujfcl-
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ho nové komponenty zlepiujici jeho
kryoprotektivni Ginky s jeho nasled-
nym praktickym uplatnénim mize pfi-
spét ke zvydeni kvalitativnich ukaza-
tellt inseminatnich davek bykd, a tim
I k vy3simu zabfezavani dojnic.
Aplikace novych technologickych po-
stupl pii vyrobé inseminacnich davek
mize vést ke zlepSenl jejich kvalita-
tivnich ukazatel( a oplozovad schop-
nosti, V rdmei vyzkumné &innosti CZU
v Praze byl v race 2012 s podporou
Mze CR zahajen projekt zamé&fujici
se pravé na inovaci technologickych
postupd vyroby inseminadnich davek,
Otédzka optimalizace sloZeni fedidel
ejakulatu bykd je prvni feSenou ob-
lasti, Prvnl vysledky lze ofekévat jiz
v pribéhu letosniho roku a felitelsky
tym s nimi bude odhornou vefejnost
pribéiné seznamovat,
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10 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Al — um¢la inseminace

ATP — adenosintrifosfat

BSA — bovinni sérovy albumin

BSP — bilkoviny (proteiny) semenné plazmy

CASA - pocitatova metoda hodnoceni spermatu (computer assisted semen analysis)
DMSO - dimetylsulfoxid

HDL - cholesterol - lipoprotein s vysokou hustotou (high density lipoprotein)

HSP - protein teplotniho Soku (heat shock protein)

ID — inseminacni davka

LDL — cholesterol s nizkou hustotou - frakce vaje¢ného Zloutku (low density lipoprotein)
LN2 — tekuty dusik (liquid nitrogen)

ROS — reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

Tris — hydroxymethylaminomethan
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