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1 UVvOD

Primérna uroven plodnosti dojnic je nedostatecnd a tato situace je ekonomicky
dlouhodob¢ neudrzitelna. Ekonomika chovu skotu zavisi na co nejvyssi Grovni zabiezavani
dojnic inseminovanych optimaln¢ geneticky nejcennéjSimi byky. Plodnost je ovliviiovana
mnoha genetickymi faktory i faktory vnéjsiho prostiedi. Schopnost spermii oplodnit vajicko
méa zasadni vyznam pro efektivni management chovu skotu. Jednim z dil¢ich faktort
podilejicich se na vysledku plodnosti dojnic, je plodnost byka. Plodnost bykt je dilezitym
faktorem v reprodukci skotu a je reprezentovana vstupni kvalitou cerstvého ejakulatu a
vyslednou oplozovaci schopnosti insemina¢ni davky. Hlavni ekonomické ztraty chovatelii
jsou zpiisobeny v dusledku zvySeni nakladi spojenych s ustdjenim nezabiezlych samic, stejné
jako samct, kteti nemaji pozadovanou kvalitu ejakulatu.

Pro uspésné zabteznuti jsou dilezité jak samici, tak i sam¢i gamety. Nejrozsifenéjsi
biotechnologickou metodou u skotu je uméld inseminace (Al), vyuzivana pro zlepSeni
parametri reprodukce a zajisténi genetického zisku. Analyza ejakulatu je v soucasné dobé
nejvice pouzivanym postupem pro hodnoceni plodnosti samct. Hlavnim zajmem je produkce
vysoce kvalitnich inseminacnich davek (ID) a snaha dosdhnout podobného stupné
zabfezavani pfi inseminaci rozmrazenym ejakulatem jako pfi vyuziti pfirozené plemenitby.

Na inseminacnich stanicich po celém svété je Siroce vyuzivana kryokonzervace
ejakulatu byki. Nicméné vyznamné procento spermii odumie v prubéhu vyroby ID pravé
v disledku ztraty oplozovaci schopnosti spermie vzniklé poSkozenim v disledku zmény
teplot, respektive chladovym Sokem, pifi procesu chlazeni a mrazeni ID. Najit optimalni
podminky pro zpracovani ejakulatu mize byt obtizné, vzhledem k interakcim mezi riznymi
parametry, jako naptiklad slozeni fediciho média, nebo podminky ekvilibrace a mrazeni.

Udrzeni oplozovaci schopnosti ejakulatu v prib¢hu dlouhého a naro¢ného procesu
jeho zpracovani, fedéni a mrazeni, pfi vyrob€ insemina¢ni davky ¢i po jejim rozmrazeni miiZze
zajistit vyss$i uroven zabtezdvani dojnic, snizit spotfebu inseminaénich davek, zkratit délku

mezidobi a zlepsit celkovou ekonomickou efektivitu jejich chovu.



2 VEDECKE HYPOTEZY A CILE PRACE
e hypotezy

% Predpokladame, Ze fedéni Cerstvého ejakulatu riznymi typy fedidel, soucasné
s pfidavkem LDL, raznym zplisobem ovlivni odolnost spermii vici

chladovému Soku.

% Lze predpokladat, ze odlisné délky ekvilibrace a rizné technologie mrazeni

inseminacnich davek byku ovlivni kvalitativni parametry inseminacni davky.

e Cilem prace je vyhodnotit vliv:

% fedéni ejakulatu riznymi typy komercnich fedidel pti konvenénim postupu i
souc¢asném piidavku LDL do fedidel na kvalitativni ukazatele natfedéného

ejakulatu vystaveného chladovému Soku,

% prodlouzeni, respektive zkraceni délky ekvilibrace, soucasné¢ zmén Casu a
teploty konvenéni technologie mrazeni na kvalitativni ukazatele inseminac¢ni

davky po rozmrazeni.



3 MATERIAL A METODIKA
V prubéhu 2012 — 2016 byl opakované odebiran ejakulat od skupiny plemennych byku

(n=27, byci holstynského a ceského strakatého plemene) na inseminacni stanici byka Natural
s.r.0. se sidlem v Hradistku pod Mednikem, s dirazem na stejny vék, systém ustajeni, vyzivu
a oSetfovani, standardné vyuzivané pro komeréni ucely. Bykiim byla podavana stejna krmna
davka: seno (10 kg), slama (5 kg), s6jovy srot (0,5 kg), smés obilnych Srotd: 1/3 ovesného,
1/3 pSenicného a 1/3 je¢ného Srotu, v celkové davece 3 kg a smés mineralii Premin 22 Natural
od firmy VVS Vermétovice s. 1. 0. Tento mineralni dopln€k obsahuje: 25% Zitnych otrub, 25
% KH2PO4, 19% CaCOs, 13% NaCl, 9% MgO, 4% tepné melasy a ostatni mineraly (obsah na
1 kilogram krmné smési): Ca (11,4%), P (6%), Na (5%), Mg (5,2%), Vitamin A (1250000
iu.), Vitamin D3 (250000 i.u.), Vitamin E (5000 mg), Vitamin Bl (61 mg), FeCOs
(8200 mg), CuSQ4 . 5H20 (600 mg), MnO (3000 mg), ZnO (5500 mg), Ca(l03)2 (45 mg),
Co(CH3COO): (45 mg), Na»SeOs (36,5 mg), Niacin (825 mg), Beta karoten (800 mg).

Ejakulat byl standardné¢ odebrdn pomoci umélé vaginy a neprodlen¢ predan
k hodnoceni do laboratofe inseminac¢ni stanice, kde byla vySkolenym personalem na zakladé
platné metodiky vyhodnocena jeho vstupni kvalita. Byl hodnocen objem ejakulatu (g),
koncentrace (x 10° mm) a motilita spermii (progresivni pohyb spermii vpied za hlavickou,
%). K vyrobé byl vyuzit ejakulat s minimalni koncentraci spermii 0,7 x 10® mm2a progresivni
motilitou minimalné 70 %.

Metodika pokusu byla rozdélena na dva okruhy, prvni se tykal vlivi piidavku frakce
vajecného Zloutku LDL cholesterolu do né€kolika typii fedidel na néaslednou odolnost spermii
vici chladovému Soku. Druhy okruh se poté vé€noval dalsi fazi procesu vyroby inseminacnich
davek a to hledani nejvhodnéjsi délky ekvilibrace nafedénych davek a nasledné mrazeni dle
rozdilnych typl mrazicich kiivek, které se liSily teplotou a rychlosti poklesu teploty v komote

mraziciho boxu a jejich vlivu na naslednou Zivotaschopnost spermii po rozmrazeni.

3.1 1. Metodicky okruh

Priprava redidel

V praci byly testovany dvé varianty 3 komeréné vyrdbénych fedidel a to kontrolni
skupiny bez pifidavku LDL a skupiny fedidel obohacenych o ptidavek LDL o urcité
koncentraci. Hodnocena byla fedidla: AndroMed® na bazi sojového lecitinu (Minitiibe,
GmbH, Tiefenbach, Germany), bezZloutkové fedidlo Bioxcell® (IMV, L’Aigle, France) a
fedidlo Triladyl® obsahujici 20 % ptidavek vajeéného Zloutku (Minitiibe, GmbH, Tiefenbach,



Germany). Pokusné varianty fedidel AndroMed® a Bioxcell® byly obohacené o pridavek LDL
o koncentraci 4 — 8 %, fedidlo Triladyl® obsahovalo koncentraci LDL 6 — 10 %. Vyssi
koncentrace LDL v fedidle Triladyl® nahrazovala ptidavek vaje¢ného zloutku, ktery patii
mezi zakladni komponenty tohoto fedidla. Redidla byla pfipravena piesné podle navodu

vyrobce a pied samotnym pouzitim byla uchovéna v chladicim boxu o teploté¢ 5 — 10 °C.
Redéni a zpracovani ejakuldtu

Ejakulat splnujici standardni vstupni podminky byl rovnomérné rozdélen pomoci
sterilni pipety na 6 - 12 ¢asti. Ejakulat byl po odbéru ulozen v chladicim boxu (4 °C) po dobu
cca 1 hodiny, kdy byl pievezen z inseminaéni stanice na CZU. Ejakulat byl rozpipetovan do
pfedem vychlazenych sterilnich sklenénych zkumavek (5 — 10 °C). Byly vytvotfeny kontrolni
varianty fedéni ejakulatu fedidly AndroMed®, Bioxcell® a Triladyl® bez piidavku. Déle byly
piipraveny varianty fedéni obohacené o piidavek LDL cholesterolu a to AndroMed® a
Bioxcell® s 4 %, 6 % a 8% LDL, k fedidlu Triladyl® bylo pak ptidano 6 %, 8 % a 10 % LDL.
Cerstvy ejakulat byl nafedén pomoci sterilni pipety na pozadovanou vyslednou koncentraci

spermii 30 x 106 mm?3.
Hodnocenit odolnosti spermii viici chladovému Soku

Od kazdé varianty byly naplnény dv¢ sklenéné kapilary o objemu 0,1 ml o teploté +4 °
a vloZen na 10 minut do chladiciho boxu (No Ice, Bibby Scientific, Ltd., Staffordshire, UK) o
teploté 0 °C. Po uplynuti stanovené doby byl objem kapilary na hodinovém sklicku o teploté
37 °C smichavan s20 pl Eosinu po dobu 30 sa poté bylo pfiddino 40 ul Nigrosinu.
Z vysledného roztoku bylo odebrano 20 pl a pfeneseno na piedehfaté podlozni sklicko,
nasledné byl proveden roztér. Totozny vzorek byl z chladiciho boxu pfemistén do vodni 14zné
o teploté 37 °C, kde byl vzorek 120 minut inkubovan, a nasledné byl opét proveden roztér.
Pomoci barveni Eosinem a Nigrosinem byl hodnocen vliv chladového Soku na podil Zivych
spermii v ejakulatu na zacatku a po ukonceni tepelného testu prezitelnosti. Roztéry byly
hodnoceny pomoci mikroskopu s fazovym kontrastem (Eclipse, E200, Nikon®, Tokyo, Japan)
pii zvétseni 1000 x. Bylo napocitano minimalné 100 spermii a byl zjistovan podil zivych
spermii, které nemély zabarvenou hlavicku a podil mrtvych spermii, které mély hlavicku

obarvenou.

Metodicky okruh 1. je podrobnéji definovan detailnimi metodikami uvedenymi

Vv nasledujicich publikacich:



Stadnik, L., Rajmon, R., Beran, J., Simonik, O., Dolezalova, M., Sichtat, J., Stupka, R.,
Folkova, P. 2015. Influence of selected factors on bovine spermatozoa cold shock

resistence. Acta Vet. Brno 2015, 84: 125-131, doi: 10.2754/avb201584020125.

Beran, J., Simonik, O., Stadnik, L., Rajmon, R., Duchacek, J., Krejcarkova, A., Dolezalova,
M., Sichtat, J. 2013. Effect of bull, diluter and LDL-cholesterol concentration on
spermatozoa resistance against cold shock. Acta univ. agric. et silvic. Mendel. Brun..
LXI (6), 1575-1581.

Beran, J., Simonik, O., Rajmon, R., Stadnik, L., Dolezalova, M., Krejcarkova, A., Duchacek,
J., Sichtaf, J. 2016. Effect of LDL addition into selected bull sperm diluters on
resistance of spermatozoa against cold shock. Acta Universitatis Agriculturae et
Silviculturae Mendelianae Brunensis, 64(2): 395-399,
http://dx.doi.org/10.11118/actaun201664020395.

3.2 II. Metodicky okruh

Redeéni a zpracovani ejakulatu

Ejakulat, ktery splioval vstupni podminky byl nafedén standardné vyuzivanym
fedidlem AndroMed na bazi sojového lecitinu (Minitiibe, GmbH, Tiefenbach, Germany).
Nafedény ejakulat byl po promiseni naplnén do pejet (0,25 ml, IMV, L’Aigle, France),
zchlazen a ekvilibrovan v chladicim boxu (4 °C) po dobu 30, 120 a 240 minut. Ejakulat byl
nasledné mrazen v programovatelném mrazicim boxu (Digit Cool, IMV, L"Aigle, France) dle
4 typu mrazicich ktivek liSicich se teplotou a rychlosti poklesu teplot v komote. K mrazeni
byla vyuzita standardné vyuzivana a vyrobcem doporucovana 3 — fazova mrazici kiivka, kde
Vv prvni fazi teplota klesala z +4 °C na -10 °C rychlosti 5 °C/min, v dalsi fazi teplota klesala na
-100 °C rychlosti 35 °C/min a v zavéreéné fazi klesala na -140 °C rychlosti 20 °C/min , dale 2
— fazova mrazici ktivka, kde v prvni fazi teplota klesala z +4 °C na -10 °C rychlosti 4 °C/min,
ve druhé fazi pak klesala na — 150 °C rychlosti 40 °C/min. Dale byla vybrana 3 — fazova
mrazici kiivka s pomalejsim poklesem teplot v komote, v prvni fazi teplota klesala z +5 °C na
-5 °C rychlosti 3 °C/min, v dalsi fazi klesala na -42 °C rychlosti 40 °C/min a ve tieti fazi
klesala na -140 °C rychlosti 10 °C/min a 3 — fazova mrazici kiivka s rychlej$im poklesem
teplot v komote, kde teplota klesala v prvni fazi z +4 °C na -10 °C rychlosti 10 °C/min,
v dalsi fazi klesala na -100 °C rychlosti 20 °C/min a v posledni fazi teplota klesala na -140 °C
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rychlosti 60 °C/min. Neprodlené po mrazeni byly davky pfemistény do kontejneru s tekutym
dusikem -196 °C.

Hodnocent spermii

Kvalita vyrobenych davek byla testovana pomoci motility spermii zjisténé na zakladé
CASA a podilu zivych spermii v pribéhu tepelného testu prezitelnosti trvajicim po dobu 120
minut od rozmrazeni davky. V pribéhu tepelného testu byly vzorky inkubovany ve
vyhievném bloku o teploté 37 °C. Pejety byly rozmrazovany ve vodni lazni o teploté 38 + 1
°C po dobu 30 vtefin (Rubio-Guillén et al. 2007). Nasledné byl jejich obsah smichan
s vytemperovanym fyziologickym roztokem (500 pl; 37,5 °C) a byla zjistovana motilita
spermii (%) pomoci poéitaové analyzy motility spermii CASA (SCA® Production v. 5.3.,
MICROPTIC, Spain) s mikroskopem s fazovym kontrastem (Eclipse E200, Nikon®, Tokyo,
Japan) pii 200-300x zvétseni. Z kazdého vzorku bylo hodnoceno 5 zornych poli (Tuncer et al.
2011). Soucasné byl hodnocen podil zivych spermii, ihned po rozmrazeni a po 120 minutach
trvani tepelného testu prezitelnosti. Sterilni nahfatou pipetou bylo ze vzorku odebrano 20 pl a
pteneseno na hodinové skli¢ko o teploté 37 °C. Nasledné byl vzorek michavéan s 20 pul Eosinu
po dobu 30 s a poté bylo pridano 40 pl Nigrosinu. Z vysledného roztoku bylo odebrano 20 pl
a preneseno na piedehiaté podlozni sklicko, nasledné byl proveden roztér. Roztéry byly
hodnoceny pomoci mikroskopu s fazovym kontrastem (Eclipse, E200, Nikon®, Tokyo, Japan)
pii zvétSeni 1000 x. Bylo napocitano minimalné 100 spermii a zjistovan podil zivych spermii,

které nemély zabarvenou hlavicku a podil mrtvych spermii, které mély hlavicku obarvenou.

Metodicky okruh II. je podrobnéji definovan detailnimi metodikami uvedenymi

V nasledujicich publikacich:

Dolezalova, M., Stadnik, L., Biniova, Z., Duchacek, J., Stupka, R. 2016. Equilibration and
freezing interactions affecting bull sperm characteristics after thawing. Czech Journal
of Animal Science, 61(11): 00 -, doi:10.17221/23/2016-CJAS — accepted.

Dolezalova, M., Stadnik, L., Biniova, Z., Duchacek, J., Beran, J. 2015. Effect of freezing
curve type on bull spermatozoa motility after thawing. Acta Veterinaria Brno, 84 (4):
383-391, doi: 10.2754/avb201584040383.



V ramci statistického hodnoceni byl ve vSech publikacich jako sekundarni faktor
hodnocen vliv individuality byka. Data byla hodnocena pomoci statistického softwaru SAS
(SAS/STAT®, 2011) pouzitim procedury UNIVARIATE, CORR, MIXED a GLM.
Podrobnéjsi popis aplikovanych statistickych modelta obsahuji jednotlivé nasledujici

publikace.



4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Odolnost spermii vii¢i chladovému Soku

Byla zjistovana odolnost spermii vic¢i chladovému Soku v pribéhu kratkodobého
chladového testu (0 °C) trvajiciho po dobu 10 minut po vyrobé vzorki z Cerstvého ejakulétu.
Odolnost spermii vaci chladovému Soku je hlavni metodou hodnoceni kvality spermii
(Benson et al. 1967). Podil zivych spermii byl zjistovan po zahiati vzorku a po 120 minutach
trvani tepelného testu prezitelnosti. Vzorky byly vyrobeny fedénim rtznymi komeréné
vyrabénymi fedidly (AndroMed®, Bioxcell®, Triladyl®) a ziroven byla ke kazdému z nich
piidana frakce vajecného zloutku LDL o rtiznych koncentracich: A, B—4 %, 6 % a8 %; T -6

%, 8 % a 10 %. Nejvyssi podil zivych spermii byl zaznamendn na zacatku testu u fedidel

cv v

wewvr

Bioxcell®. Nejvyssich hodnot podilu Zivych spermii po 120 minutové inkubaci bylo dosazeno
u fedidla Andromed, u které¢ho byl také soucasné¢ zaznamenan nejnizsi pokles podilu zivych
spermii v pribéhu inkubace oproti ostatnim fedidlim (-4,29 %; -9,31 %, P<0,01). Pozitivni
vliv ptidavku LDL do fedidel na odolnost spermii vaci chladovému Soku se projevil
Vv celkovém primérném poklesu podilu Zzivych spermii v pribéhu tepelného testu
prezitelnosti, kdy byl pokles hodnot nizsi pii pfidavku LDL do tedidel o -2,42 %, rozdily
mezi hodnotami zjisténymi bez a s ptidavkem LDL byly statisticky prikazné (P<0,05). LDL
plsobi pozitivné na plazmatickou membranu spermie v podobé jeji ochrany pied poSkozenim

zpusobenym chladovym Sokem (Hu et al., 2010; Vera-Munoz et al., 2011).

4.2  Vliv pridavku LDL do Fedidel na odolnost spermii vii¢i chladovému Soku

Na zéklad¢ studie, kde byl vyhodnocen pozitivni vliv pfidavku LDL do tedidel na
spermie a zvyseni jejich odolnosti vi¢i chladovému Soku, bylo nutné zjistit jaka koncentrace
LDL v fedidlech je nejvhodn&jsi. Byla vyurita komeréné vyrabénd fedidla Andromed® a
Bioxcell® bez a s ptidavkem LDL o koncentracich 4%, 6% a 8%, fedidlo Triladyl® bylo
pfipraveno bez a s pifidavkem LDL 6%, 8% a 10 % LDL. Byla zjiStovana odolnost spermii
vici chladovému Soku v pribéhu kratkodobého chladového testu (0 °C) trvajiciho po dobu 10
minut po vyrobé vzorkll z Cerstvého ejakulatu. Odolnost spermii byla hodnocena podilem
zivych spermii po zahfati vzorku a po 120 minutach trvani tepelného testu prezitelnosti.

Shodné nejvyssSich primérnych hodnot podilu Zivych spermii na zacatku tepelného testu



piezitelnosti bylo dosazeno pii fedéni fedidly Andromed® a Bioxcell® (71,65 % a 71,88 %),
rozdily mezi fedidly nebyly statisticky prukazné (P<0,05). Po uplynuti 120 minutové
inkubace byl nejvyssi priméry podil Zivych spermii nalezen pfi fedéni fedidlem AndroMed®
tohoto fedidla, rozdily oproti ostatnim fedidlim (-4,24 %; -9,19 %) byly statisticky prikazné
(P<0,01). Pti hodnoceni celkového ptidavku LDL do tedidel (0 %, 4 %, 6 %, 8 % a 10 %) byl
nejvyssi podil zivych spermii na zacatku testu vyhodnocen u 8% ptidavku LDL do tfedidla
(72,18 %), rozdily oproti ostatnim variantam ptidavku LDL se pohybovaly Vv rozmezi +2,31
% az +0,92 %, u tohoto piidavku byl soucasné zaznamenan i nejvyssi pokles v pribéhu testu
(23,20 %), avSak nebyly nalezeny zadné statisticky vyznamné rozdily mezi uvedenymi
variantami ptidavku LDL Vv pribéhu tepelného testu ptezitelnosti spermii. Nejnizsich hodnot
podilu Zivych spermii na zacatku testu bylo dosazeno ve variantach tedidel bez pfidavku LDL
minut trvani tepelného testu (20,12 %).

Na zakladé vysledkt praci jinych autort byl testovan vliv urc¢itého ptidavku LDL do
riznych typil fedidel na odolnost spermii vic¢i chladovému Soku. Byla pouzita fedidla
Andromed® a Bioxcell® bez a s 6% piidavkem LDL, déle pak Triladyl® bez a s10 %
ptidavkem LSL. Celkové nejvyssiho pramérného podilu zivych spermii bylo na zacatku testu
dosazeno pii fedéni fedidlem Bioxcell® s 6 % ptidavkem LDL a to 69,17 % (+4,42 % az 1,31
%) a po 120 minutové inkubaci 52,94 % (+6,78 % az +1,54 %). Byly nalezeny statisticky
vyznamné rozdily mezi hodnotami zjisténymi u fedidla Bioxcell® s 6 % piidavkem LDL a
stejnym fedidlem bez ptidavku na zacatku testu (+3,35 %), po uplynuti 120 minut inkubace
(+6,78 %) a v prub¢hu testu (-3,23 %) (P<0,05). Nejnizsiho poklesu podilu zivych spermii
v priibéhu tepelného testu preZitelnosti spermii bylo dosaZzeno pti pouziti fedidla Triladyl® bez
ptidavku LDL (16,01 %), naopak nejvysSiho poklesu podilu Zivych spermii v pribéhu
tepelného testu ptezitelnosti spermii trvajiciho 120 minut bylo dosazeno u totozného fedidla

s 10 % piidavkem LDL (+5,43 %; P<0,05).

4.3 Vliv rozdilné délky ekvilibrace na parametry spermii po rozmrazeni

Byl hodnocen vliv délky ekvilibrace na néslednou motilitu a podil Zivych spermii.
Byly testovany délky ekvilibrace 30, 120 a 240 minut V chladicim boxu (4 °C) pted
samotnym mrazenim. NejvysSich primérnych hodnot motility v pribéhu tepelného testu

prezitelnosti bylo dosazeno pfi nejdelsi hodnocené délce ekvilibrace a to 240 minut (39,83



v

rozdily mezi v§emi testovanymi délkami ekvilibrace byly statisticky pritkazné (P<0,05). Leite
et al. (2010) dosahli souhlasné nejvyssich hodnot motility spermii po rozmrazeni pii délce
ekvilibrace 240 minut v porovnani s ekvilibraci trvajici 120 minut a s Gplnym vynechanim
procesu ekvilibrace. Nejvyssiho prumérného rozdilu motility spermii po rozmrazeni zjisténé
v priibéhu TDT testu pfezitelnosti spermii bylo dosazeno pii ekvilibraci trvajici 30 minut
(10,45 %), nejnizsi pokles byl pak zaznamenan pii ekvilibraci trvajici 120 minut (-4,93 %;
P<0,05). Pti vynechani procesu ekvilibrace byl v ejakulatu zastoupen vy$si podil spermii
s intaktni membranou (Leite et al., 2010), dale byla snizena pfezitelnost spermii a jejich
oplozovaci schopnost (Dhami et al., 1992). Nejvyssi podil zivych spermii v pribéhu
tepelného testu prezitelnosti byl zaznamenan pti pouziti délky ekvilibrace 120 minut, coz je
standard pii vyrob€, avSak rozdily oproti ostatnim testovanym délkam ekvilibrace (-6,87; -
8,68%) nebyly statisticky vyznamné. Soucasné byl u délky ekvilibrace 120 minut zjistén
nejvyssi pokles podilu zivych spermii v pritbéhu trvani tepelného testu piezitelnosti spermii.
Tyto vysledky podpofili Herold et al. (2006), kteti vyhodnotili nejvhodnéjsi délku ekvilibrace
120 — 540 minut. Nezbytnost procesu ekvilibrace souhlasi s tvrzenim Shahverdi et al. (2014),
7ze doba kontaktu spermii a kryoprotektantl je dilezitd pro zachovani motility spermii,

intergity membran a ma ptimy vliv na charakteristiky spermii po rozmrazeni.

4.4 VIliv rozdilné mrazici kiivky na parametry spermii po rozmrazeni

Nejvyssich primérmych hodnot motility v pribéhu tepelného testu piezitelnosti
trvajiciho 120 minut po rozmrazeni inseminacni davky bylo dosaZeno pii mrazeni na zakladé
2 — fazové mrazici kiivky a to 35,3 %, rozdily oproti ostatnim typiim mrazicich kiivek byly
statisticky prukazné (+4,37 %; +8,82 %; P<0,05). Pii mrazeni na zaklad¢ 2 — fazové mrazici
kiivky bylo dosaZeno nejvyssich hodnot motility ithned po rozmrazeni i v pribéhu TDT testu.
poklesem teplot v mrazicim boxu (26,48 %). Zjisténé vysledky souhlasi s Januskauskas et al.
(2005), podle kterych proces mrazeni ovlivituje motilitu spermii. Podle Muifio et al. (2008)
metody kryokonzervace vyznamné ovliviiuje vyslednou motilitu po rozmrazeni. Taktéz
Defoin et al. (2008) vyhodnotil rizny vliv procesu mrazeni na spermie bykl v zavislosti na
jejich individualité. Pfili§ rychly pokles teplot indukuje vétsi poskozeni spermii (Lemma,
2011).
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Pro dalsi vyzkum na zéklad¢ ptedchozich vysledki byla vybréna 2 — fazova mrazici
kiivka a 3 — fazova mrazici kiivka, standardné vyuzivana pii mrazeni ejakulatu bykt. Vyssich
primérnych hodnot motility a podilu zivych spermii ve vzorku bylo opét dosazeno pfi
mrazeni dle 2 — fazové mrazici kiivky (38,41 %), rozdil mezi uvedenymi kfivkami ¢inil +2,02
% a byl statisticky prikazny (P<0,05). Podil zivych spermii v pribéhu TDT testu byl
souhlasné vyssi pii mrazeni dle 2 — fazové mrazici kiivky (+11,77; P<0,01). Soucasné byly
testovany interakce mezi délkou ekvilibrace (30, 120 a 240 minut) a dvéma typy mrazicich
kiivek (2 — fazova a 3 — fazova standardni), kde byla potvrzena nejvyssi primérna motilita
spermii v prib¢hu tepelného testu prezitelnosti vzdy pii vyuziti délky ekvilibrace 240 minut
obou mrazicich kiivek pii vyuziti délky ekvilibrace 30 minut (33,28 % a 37,22 %), zatimco
vliv mrazici kiivky nebyl potvrzen. Statisticky vyznamné rozdily byly nalezeny pouze pfi
mrazeni dle 3 — fAzové mrazici kiivky a to mezi ekvilibraci trvajici 30 a 240 minut (P<0,01).
byl shodné zaznamenan pti vyuziti délky ekvilibrace 120 minut u obou mrazicich kiivek (-
4,79 % a -5,97 %; -3,89 % a -3,34 %).
poskytovala 30 minutova ekvilibrace v kombinaci s mrazenim jak dle 3 — fazové mrazici
ktivky (-3,69% a -0,32%) tak i 2 — fazové mrazici kiivky (-13,67% a -3,29%). Nejvyssi podil
zivych spermii byl vyhodnocen pii kombinaci délky ekvilibrace 120 minut a 2 — fazové
mrazici kiivky (+21,11%, +17,42%, +20,79%, +13,67%, +10,38%). Rychlost poklesu teplot v
mrazici komofe determinuje naslednou zivotaschopnost spermii po rozmrazeni (Andrabi et
al., 2007). Chen et al. (1993) vyhodnotili jako nejvhodnéjsi mrazici protokol pro mrazeni
spermii bykt pokles z +5 °C do -100 °C rychlosti 15 °C/minutu. Obecné process mrazeni
Citajici pokles teplot v mrazici komotfe od +10 °C do -100 °C pfinasi dobrou pfezitelnost

spermii po rozmrazeni (Lemma, 2011).

4.5 Individualita mezi byky

Dale byla potvrzena rozdilna reakce ejakulatu riznych bykti na mrazeni, soucasné také
citlivost k mrazeni u jednoho byka v ramci nékolika odbéri. Vysledky potvrdily potiebu
individudlni technologie zpracovani ejakuldtu v zavislosti na bykovi pro zajisténi co nejvyssi
oplozovaci schopnosti inseminacni davky. Obecné byla ve vSech zminovanych studiich
zjisténa individualita mezi byky (P<0,05). Lze tudizZ tvrdit, Ze vyslednéd oplozovaci schopnost

inseminacni davky je ovlivnéna jak individualitou byka, tak manipulaci a technologii vyroby
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davek pred samotnym mrazenim. Podle Amann a Katz (2004) je odolnost spermii vuci
chladovému Soku déna individualitou byki, soucasné také rozdilnosti mezi ejakulaty jednoho
byka. Defoin et al. (2008) popsali rozdilny vliv mrazeni na néslednou motilitu spermii po
rozmrazeni v zavislosti na individualit¢ ejakulatu. Oplozovaci schopnost vyrobenych
inseminacnich davek je tudiz ovlivnéna individualni odpovédi spermii na proces chlazeni a

mrazeni (Thara a Nair, 2007).

(Seznam pouzité literatury je uveden v disertacni praci)
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5 ZAVER

Ptidavek LDL obecné zvysoval odolnost spermii vi¢i chladovému Soku, byl zde
zaznamenan niz§i pokles podilu Zivych spermii ve vzorku v pribéhu tepelného testu
piezitelnosti spermii neZ pii fedéni ejakulatu fedidly bez ptidavku LDL. Redidla Andromed®
ukazala 6% koncentrace LDL v fedidle Bioxcell®. Po procesu fedéni nasledoval proces
chlazeni a ekvilibrace, kde bylo nejvyssich hodnot motility spermii v pribéhu tepelného testu
piezitelnosti spermii po rozmrazeni dosazeno pii vyuziti nejdelsi ekvilibrace a to 240 minut.
Na zéaklad¢ porovnani riznych typt mrazicich kiivek a jejich vlivu na oplozovaci schopnost
spermii po rozmrazeni byl zjistén pozitivni vliv na naslednou motilitu spermii pfi mrazeni dle
2 — fazové mrazici kfivky s pozvolnym, pfitom dostatecné rychlym, poklesem teplot
V mrazicim boxu. Vyslednd motilita po rozmrazeni byla ovlivnéna zejména technologii
zpracovani ejakulatu pfed samotnym zmrazenim. Ve vSech zminénych studiich byla
souhlasné potvrzena individualita mezi byky, coZ poukazuje na potiebu volit individualné ke
kazdému bykovi jinou technologii zpracovani ejakuldtu a vyroby inseminacnich davek.
Obecné lze tedy pro zvySeni oplozovaci schopnosti vyrobenych davek doporucit ptidavek
LDL do ftedidel, kterd v zékladu neobsahuji vajeény Zloutek (AndroMed® a Bioxcell®).
Soucasné je také spolurozhodujici délka ekvilibrace, ktera by méla byt 120 minut a déle
Vv chladicim boxu (+4 °C) a pozvolny, pfitom dostate¢né rychly pokles teplot v mrazicim boxu

a to zejména pokles teplot v rozmezi +4 °C do -10 °C.
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6 SUMMARY

The aim of optimalization the insemination doses production is to provide the highest
fertilization ability of spermatozoa during the demanding proces of processing fresh semen
and its subsequent cryopreservation. Temperature changes causes spermatozoa damage during
the cooling and freezing. Spermatozoa is exposed to cold shock and many others limiting
factors, which leads to cell death and therefore to decline of fertilization ability of thawed
insemination doses. For increasing spermatozoa resistance, exactly the plasma membrane
resistance against cold shock was fraction of egg yolk — LDL cholesterol (low density
lipoprotein) at various concentrations into the comercially produced diluents added. It is
believed that LDL acts possitively to plasma membrane and helps to maintain the fertilization
ability of spermatozoa after thawing. Following step in the proces of insemination doses
production is slow cooling of diluted semen and equilibration, when the straws are store at
cooling box for 30 minutes to 240 hours. This period is necessary to penetrate of certain
diluent components into the spermatazoa also maintain the balance between their intracellular
and extracellular concentration. Also important is subsequent freezing temperature gradient of
insemination doses. The most suitable freezing method is based on computer — controlled
temperature decline in freezing chamber which allows the precise control of ice crystals
formation that could tear and kill the cell.

During 2012 — 2016 was repeatedly collected semen from the group of breeding bulls
(n = 27, Holstein and Czech Fleckvieh breed) at Al centre. Semen which fulfill the standard
entrance conditions in first step was evenly into several parts divided. For dilution the three
types of comercially diluents — AndroMed®, Bioxcell® and Triladyl® with and without LDL
addition were used. Into the diluents AndroMed® and Bioxcell® the concentration of LDL 4
%, 6 % and 8% into the dilent Triladyl® — 6 %, 8 % and 10 % was added. Diluted semen was
filled into the glass capillares with volume 0,1 ml and temperature +4 °C. Subsequently the
sample was placed to cold bath (0°C) for 10 minutes. Then the volume of capillare with
physiological solution (37 °C) was mixed and for next 120 minutes was incubate. The effect
of cold shock to proportion of live spermatozoa was evaluated by using Eosin and Nigrosine
staining technique during heat test of spermatozoa survivability after spermatozoa heating and
after 120 minutes of incubation.

The more suitable semen diluents which provide the higher spermatozoa resistance
against cold shock were AndroMed® and Bioxcell®. Together the possitive effect of LDL

addition into the diluents to lower decrease of proportion of live spermatozoa during heat test
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was found (P<0.05). The most suitable LDL concentration which had a favorable influence at
spermatozoa resistance against cold shock was 6 % in diluent Bioxcell®. Values of the
proportion of live sperm were higher at the beginning of the heat test (+1.31% to + 3.2%) and
after 120 minute incubation (+5.82% to +8.41%) compared to other diluents with and without
addition of LDL.

In the next step the process of equilibration was optimized, is an important part of
insemination doses production. The effect of the length of equilibration for subsequent
fertilization ability of spermatozoa was evaluated using spermatozoa motility based of CASA
and proportion of live spermatozoa after thawing and during heat survival test lasting 120
minutes (37 ° C). Suitable semen was diluted by comercially used diluent AndroMed® based
on soya lecithin, filled into the straws (0.25 ml), cooled and equilibrated in cooling box for
30, 120 and 240 minutes and freezed in programmable freezing box applying four types of
freezing curves differing in temperature rate decline. There was used standard and by
producer recommended 3 — phase freezing curve, then 2 - phase freezing curve, and 3 - phase
freezing curve with slower as well as rapid decline of temperature rate in freezing chamber,
compared with standard freezing curve. The highest spermatozoa motility was found using
240 minutes of equilibration by +2.72% and +4.58% compared to other lengths of
equilibration (P <0.05 — 0.01). The highest proportion of live spermatozoa was found using
120 minutes of equilibration (+6.87 % and +8.68 %). The highest average spermatozoa
motility during heat test after thawing was achieved by using 2 —phase freezing curve (from
+2.97% to +10.37%, P <0.05), also in the proportion of live spermatozoa (from + 4.37% to
+8.82%, P <0.01). When evaluating interaction between the length of equilibration and
freezing curve (standard 3 — phase and 2 — phase freezing curve), the highest average
spermatozoa motility and proportion of live spermatozoa using 240 minutes of equilibration
by both freezing curves was reached, there was no statistically significant differences. As well
as, in all evaluated parts of this study the individual differences between ejaculate of bulls and
within semen from one bull (P <0.05) as secondary effect were found.

To maintain good fertilization ability of semen during cryopreservation is necessary to
increase the spermatozoa resistance against cold shock using addition of correct concentration
of LDL into the commercially used diluents AndroMed® and Bioxcell®. Subsequently the
fertilization ability of insemination dose is influenced by cooling, the length of equilibration
and freezing. The length of equilibration 120 minutes and more as well as gentle way of

freezing according to freezing curve, which ensures a gradual decrease of temperature in
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freezing chamber provided the higher average spermatozoa motility and proportion of live

spermatozoa.
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