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. CiL METODIKY

Cilem metodiky je podat systémove utfidény a ovéfeny ptehled informaci o
pouzivanych fedidlech spermatu bykt. Metodika ma ptispét ke zlepSeni kvality insemina¢nich
davek bykl cestou optimalizace postupli zpracovani ejakulatu bykl, zejména vyberem
vhodného fedidla.

Inseminace oteviela cestu k realizaci zasadnich zmén Slechtitelskych postupi a
iniciovala rozvoj dalSich biotechnologickych metod, jako naptiklad systémy fizeni fijového
cyklu (Stadnik et al., 2008), nové postupy mrazeni ejakulatu (Arav et al., 2002), sexaci
spermii (DeJarnette, 2010), odbér, mrazeni, kultivaci a pfenos embryi (Riha et al., 1998) nebo
klonovani (Liu et al., 2010).

Inseminace je atraktivni odvétvi zeméd€lstvi, ve kterém panuje znacnd konkurence.
Funguji zde zékladni principy trhu, kdy je pii velké nabidce zvySovan tlak na sniZovani cen.
Pro producenty to znamend piedevSim hledani cest, jak snizit vyrobni ndklady. Mezi
vyznamné aspekty vyroby patii ,,aspéSnost mrazeni“. Na tu ma vliv slozeni fedidel. Producent
inseminacnich davek by mél vybrat takové fedidlo, ve kterém je vysoka uspésnost
mrazitelnosti a které je cenové dostupné. V soucasnosti vyuzivaji vyrobci komeréni fedidla,
jejichz vyhodou je zejména jednoduchost ptipravy, stabilni slozeni, ¢i niz$i rizika bakterialni
kontaminace. V souvislosti s tlakem na snizovani rizik pfenosu infekci se také odstupuje od
vyuzivani zivoc¢isnych produkti (vajeény zloutek, mléko) pii ptipravé fedidel. Ty jsou
v modernich typech fedidel nahrazovany sojovym lecitinem.

Vtadé¢ védeckych praci se setkdvame srozdilnymi vysledky Uspé&Snosti
kryokonzervace pii vyuziti rGznych ftedidel. Toto je zpiisobeno zejména individudlnim
slozenim semenné plasmy bykul. Pro producenty je tedy dulezité védét jak rychle, levné a
nenaro¢n¢ vybrat vhodné fedidlo pro daného byka, jehoZ sperma vykazuje horSi mrazitelnost

V bézn€ vyuzivaném fedidle.



. VLASTNi POPIS METODIKY

1 UvoD

Cesta od odebrané¢ho spermatu k insemina¢ni davce je dlouhd, pficemz kazdy usek
této cesty je velice dilezity a ovliviiuje kvalitu a piezitelnost spermii v davce. Zajmem
inseminacni stanice je stale udrzovat tu nejvyssi kvalitu spermatu.

Velmi zalezi na samotném odchovu a chovu plemenika, na technice krmeni a krmné
davce. Kvalita spermatu muize byt ohrozena nékterymi piedkladanymi krmivy, zvlasté
fermentovanymi.

Dalsi potenciondlni riziko ptfedstavuje odbér spermatu a jeho ndsledné zpracovani.
Nesmi dojit k chladovému Soku, musi se postupovat velmi rychle, zato peclivé a piesné. Po
makroskopickém a mikroskopickém zhodnoceni odebrané¢ho ejakulatu néasleduje jeho
dlouhodobéd konzervace — fedéni a zmrazovani. A pravé tyto dvé posledni faze vyroby
inseminacni davky maji rozhodujici vliv na oplozovaci schopnost a pteZitelnost spermii
v davce. Nezvladnuti téchto procesti ma fatalni nasledky. U nové nakoupenych licencovanych

bykli zafazenych do inseminace je nutné pfed zahdjenim vyroby insemina¢nich davek

wewvr

2  ZPRACOVANIi SPERMATU

Uspé&snost kryokonzervace zavisi na udrzeni oplozovaci schopnosti spermii, které si
musi zachovat celistvost a funkénost mnoha bunécnych struktur. V pribéhu zpracovani
spermatu jsou spermie vystaveny mnoha nefyziologickym zménam: v teploté, hodnotach pH,
parcidlnim tlaku kysliku a oxidu uhli¢itého, svétla a pravdépodobné i zafeni v neviditelném
spektru, a samoziejme i absenci samicich genitalnich sekretii, se kterymi se sperma misi po
ejakulaci (Mann and Lutwak-Mann, 1981). Uspé&$nost kryokonzervace spermatu zavisi na
mnoha faktorech, veetné interakci mezi kryoprotektivy, typu fedidla, rychlosti mrazeni,
rychlosti rozmrazeni, baleni a individualité darce (Cooter et al., 2005; Andrabi, 2007; Clulow
et al., 2008).

Béhem zpracovani spermatu miiZze nastat nékolik Skodlivych momentii: zmény teploty,
osmoticky a toxicky stres vyvolany kryoprotektanty, tvorba a rozpousténi ledovych krystald.

Prekazkou v kryokonzervaci spermatu je vyskyt letalnich a subletdlnich poskozeni struktur



spermii, coz zpusobuje Spatnou plodnost. Biochemické a anatomické vlastnosti spermii
muzou byt béhem zmrazovani pozménény. V disledku toho se neustdle zkoumé nejvhodnéjsi
pouziti fedidla, které ochrani spermie in vivo. Aby byla kryokonzervace ispésna, musi se
pomoci fedidla vytvofit optimalni podminky pro zmrazeni spermii a zaroven diky vhodnému
mediu se tak zvysi 1 objem odebraného ejakulatu, mnozstvi inseminacnich davek a ekonomika

podniku (Louda et al., 2001).

2.1 Redéni spermatu

Redéni ejakulatu je proces vedouci ke zvySeni jeho objemu. Redénim se vytvaii
podminky pro piezivani spermii mimo organismus. Zivotnimi projevy — dychanim spermii —
vznikaji v ejakulatu produkty latkové vymeény, kyselina mlécna. Ta postupné okyseluje
prostfedi, zpomaluje pohyb spermii, navozuje anabidzu a jejich odumieni (Mutalik et al.,
2014).

Proces fedéni musi byt zahijen do 15 minut po odbéru. Redéni predchazi
makroskopické a mikroskopické zhodnoceni ejakulatu. Teplota fedidla 1 fedén¢ho ejakulatu
musi byt stejnd (+ 1°C), aby se zabranilo chladovému Soku. Redidlo se vzdy piidava do
ejakulatu urceného k fedéni postupné, za neustalého michani. Pouzivané fedidlo musi byt

sterilni a predehiaté (Ball and Peters, 2004).

2.1.1 Slozeni rfedidel

Spravné tedidlo méa mit tyto vlastnosti: musi byt zdrojem energie pro spermie, musi
mit dobrou pufrovaci schopnost, musi obsahovat malé¢ mnozstvi elektrolytu, musi zajistit
poZzadovany osmoticky tlak, musi udrZzovat stalou hladinu pH odpovidajici pozadavkiim
byc¢iho ejakulatu, nesmi byt toxické pro spermie, musi byt sterilni a musi byt ekonomicky
dostupné (Louda et al., 2001).

SloZeni fedidel vyznamné ovliviiuje Zivotaschopnost a oplozovaci schopnost spermii
v insemina¢ni davce (Siddique et al., 2006). Mezi zakladni stavebni kameny spravného
fedidla patfi:

Bi-destilovana voda

V fedidle plni funkci nosice ostatnich latek v ném obsaZenych.



Kryoprotektiva

V fedidle chrani bunky pied jejich prasknutim a zabitim ledovymi krystaly,
vznikajicimi béhem procesu zmrazovani a téz chrani buiiky pfed chladovym Sokem, zvysuji
jejich odolnost (Ball and Peters, 2004). Kryoprotektivni latky muizeme rozdélit do dvou
skupin. Prvni skupinou jsou latky penetrujici do spermie skrz cytoplasmatickou membranu,
tedy pusobici intracelularné i extracelularné. Penetrujici latky mohou mit toxicky vliv na
spermie, a to destabilizaci membran a denaturaci proteinii a enzymu. Tyto negativni vlivy
piimo souvisi s jejich koncentraci a dobou expozice (Swain and Smith, 2010, Rosato and
Iafaldano, 2013). Druhou skupinou jsou latky nepenetrujici do spermie, které plisobi pouze
extracelularné. Jde zejména o bilkoviny, aminokyseliny a cukry, které se chovaji jako
osmoprotektanty a které mohou mirnit poskozeni zptisobena penetrujicimi kryoprotektanty.
Tyto substance jsou méné toxické neZz penetrujici kryoprotektanty, inhibuji rist ledu a
pomdhaji spermiim stabilizovat vnitini prostfedi pii osmotickém stresu, ¢imz redukuji
mnozstvi potfebnych penetrujicich kryoprotektantii (Swain and Smith, 2010).

Penetrujici  kryoprotektanty zvySuji tekutost membran pomoci pieusporadani
membranovych lipidi a bilkovin, které se projevuje vétsi dehydrataci pii nizsich teplotach a

snizenou formaci ledu uvnitf bunc¢k (Holt, 2000). Mezi nejpouzivanéj$i penetrujici

kryoprotektanty pfi konzervaci spermatu bykt patii glycerol a vajeény zloutek (Ball and
Peters, 2004).

Glycerol chrani spermie pfed mechanickym poskozenim béhem mrazeni (De Leeuw et
al., 1993) a snizuje bod mrznuti intracelularni i extracelularni tekutiny na hodnoty pod bodem
mrazu vody a omezuje tak vliv nizké teploty na koncentraci roztokli a rozdily osmotickych
tlakli (Amann et Picket, 1987). Optimalni koncentrace glycerolu je ovlivnéna ostatnimi
komponenty fedidla (Woelders et al., 1997). Pokud je pouzit ve vysokych koncentracich, tak
mize zplUsobovat zdvaznd osmotickd poskozeni, protoZe pirekondvd membrany spermii

mnohem pomaleji, nez jiné kryoprotektanty (Guthrie, 2002).

Vajecny zloutek zlepSuje funkce spermii a udrzuje jejich oplozovaci schopnost (Barak

et al., 1992). Aktivnimi frakcemi vaje¢ného zloutku, které poskytuji spermiim ochranu pii

chlazeni a mrazeni jsou fosfolipidy a low-density lipoprotein (LDL), které se béhem chlazeni

spermatu dostavaji do membran (Medeiros, 2002). Naopak high-density-lipoprotein (HDL),
obsazeny ve zloutku, zplsobuje vylouceni cholesterolu z plazmatickych membran spermie,

coz ma za nasledek zménu tekutosti membran, diky které se zvySuje citlivost k chladovému



Soku (Amirat et al., 2005) a urychluje se kapacitace spermii a zaroven spousti akrozomova
reakce (Anton et al., 2003). Ma tedy opac¢né Gcinky nez LDL (Bergeron et al., 2004).

Nepenetrujici kryoprotektanty (osmoprotektanty) se vyznacuji niz$i molekularni

hmotnosti, hydrofilii a nulovou toxicitou. Pomahaji bunikam stabilizovat koncentraci vnitinich
roztokti pii osmotickém stresu (Cleland et al., 2004). Diky své neschopnosti piekonat
plasmatickou membranu vytvareji osmoticky tlak, ktery snizuje bod mrazu média a tim i
tvorbu extracelularniho ledu (Aisen et al., 2002), ¢imz poskytuji buitkkdm ochranu. Do této
skupiny fadime zejména bovinni sérovy albumin (BSA), trehal6zu a sacharézu (De Leeuw et

al., 1993).

Pufry

Kyselina mlé¢na je kone¢nym produktem metabolismu spermii. Mize zptsobit snizeni
hladiny pH. Pufry, pfidané do fedidla, jako napftiklad citrat sodny, fosfat a TRIS maji za cil
udrzovat hladinu pH v rozmezi 6,4 — 6,8 a zabranit aglutinaci spermii (Ball and Peters, 2004).
Vlivem pufri na mrazitelnost spermii se zabyvali napt. Siddique et al. (2006). K fedéni
ejakulatu pouzili fedidla o rizné koncentraci TRIS, citratu sodného, kyseliny citrénové,
fruktosy, glukosy, laktosy, vajeéného Zloutku, glycerolu a antibiotik (penicilinu a
dihydroxystreptomycinu). Dosli k zaveru, ze nejvhodnéj$im fedidlem ke kryokonzervaci bylo

takové, které obsahovalo TRIS a citrat sodny v poméru 1 : 1.

Jednoduché cukry

Spermatické buinky potiebuji energii, pokud maji piezit v in vitro podminkach. Za
timto ucelem se do fedidel pfidavaji jednoduché cukry, jako naptiklad fruktosa, laktosa nebo
kyselina citronova (Amirat et al., 2005). Ptitomnost cukrt pravdépodobné také zvySuje
odolnost membran k rychlym fyzikalnim a morfologickym zménam, které nastavaji pfi
rychlém vylouceni vody ze spermii. M4 se za to, Ze je to dano vznikem vodikovych vazeb
mezi hydroxylovymi skupinami cukri a polarnimi konci fosfolipidi,, takZe nahrazuji
molekuly vody pii dehydrataci spermii. Cukry rovnéz mohou pomahat pti prevenci poskozeni

spermii zachytavanim soli do visk6znich a az témét sklovitych fazi (Woelders et al., 1997).

Akhter et al. (2014) zjistovali vliv ptidavku fruktosy do fedidel na zabfezavani. Byla
pouzita fedidla na bazi suSené¢ho mléka s ptidavkem fruktosy a bez ptidavku. Podil zabtezlych

krav po inseminaci byl vyssi u davek s pfidavkem fruktosy.



Antibiotika

Pfidani antibiotik do fedidel ma za cil chranit ejakulat pred bakteridlnimi nebo
virovymi infekcemi. Napiiklad virus zpiisobujici Bluetongue miize byt pfenaSen semenem
béhem inseminace (Ball and Peters, 2004). Kazdé tedidlo ma odliSny obsah antibiotik
vrizném poméru. AndroMed® a Triladyl® napf. obsahuji Tylosin, Gentamicin,
Spektinomycin a Lincomycin (Bousseau et al., 1998). Antibiotika obsazena v fedidle nemaji

vliv na aktivitu spermii po rozmrazeni (Ennem, 1976).

Na druhou stranu, n¢které studie prokazaly, Ze je mozné odstranit bakterie ze semene
fyzicky, bez nutnosti ptidani antibiotik (Morrell et al., 2014) metodou SLC (Single Layer
Centrifugation) pomoci druhové specifického koloidu (Morrell and Wallgren, 2011). Bylo
prokézano zlepSeni kvality spermii touto metodou u riznych druhil zvifat, napt. u hiebct,

kancu, byku, psu... (Morrell and Rodriguez-Martinez, 2009).

Aminokyseliny

Aminokyseliny hraji pfi kryokonzervaci dilezitou roli diky svym antioxida¢nim
vlastnostem. Literatura uvadi, ze pfidavek cysteinu do fedidel zlepSil motilitu a
Zivotaschopnost rozmrazenych spermii (Sariozkan et al., 2009; Tuncer et al., 2010). Glutamin
muze vyvolat expresi HSP proteint v in vivo i v in vitro prostiedi. Pfidavek glutaminu do
fedidel mizeme vyuzit jako Kkryoprotektiva pro zlepSeni kvality rozmrazenych spermii
(Yamada et al., 2011). Studie prokazaly, ze piidavek glutaminu do fedidla pfed mrazenim mél
za nasledek vysokou kvalitu spermii po mrazeni (Bucak et al., 2009; Tuncer et al., 2011).
Studie Topraggaleh et al. (2014) prokazala, ze ptidavek 7,5 mmol cysteinu a 15 mmol

glutaminu vyrazné zvysil motilitu spermii a integritu membran po rozmrazeni spermii.

Mastné kyseliny

Vzhledem k tomu, Ze kryokonzervace spermatu snizuje mnozstvi lipidi a fosfolipidi
Vv gjakulatu, lze predpokladat, Ze pfidavek mastnych kyselin mliZze zlepsit kvalitu ejakulatu po
rozmrazeni. Ejaz et al. (2014) zkoumali vliv pfidavku kyseliny arachidonové do tedidla.
V experimentu byly porovnavany dvé skupiny fedidel: s obsahem vaje¢ného Zloutku (5, 10 a
20 ng/ml) a sobsahem kyseliny arachidonové (5, 10 a 20 ng/ml). Vzorky s pfidavkem
kyseliny arachidonové vykazovaly po rozmrazeni lep$i motilitu, integritu akrozomu i veétsi
podil Zivych spermii. Zavérem konstatovali, ze nejlepsi vysledky byly pozorovéany pfi pfidani

kyseliny arachidonové v mnozstvi 5 a 20 ng/ml.



2.1.2 Zloutkova fedidla

Vajecny zloutek je zdkladni komponentou fedidel spermatu bykt od roku 1939, kdy
byly objeveny jeho pfiznivé Gcinky na ochranu semene vii¢i chladovému Soku a na ochranu
membran béhem mrazeni a rozmrazeni (Amirat et al., 2004). Literatura uvadi, Ze pro
kryokonzervaci byc¢iho ejakuldtu se doporucuje koncentrace vajeéného zloutku do 20%
(Sansone et al., 2000), ve vétsich koncentracich se potom stava pro spermie toxickym
(Vishvanath and Shannon, 2000). Dalsi nevyhodou zloutku je jeho nekonzistentni slozeni a
granula, ktera zt€Zuji stanoveni aktivity spermii (Ansari et al., 2010). V nékterych zemich je
ovSem jeho pouziti Uplné zakazano. Hledaji se proto nové vhodné latky, které by ho mohly

nahradit, napiiklad lecitin, obsazeny v sdjovém extraktu (Bousseau et al., 1998).

2.1.3 Bezzloutkova redidla

Bezzloutkova tedidla na bazi kombinace lecitinu a glycerolu neobsahuji zivocisné
proteiny. Jejich pouzitim se snizuje riziko pfenosu patogend a virt pfi udrZeni stejné
oplozovaci schopnosti spermii (Bosseau et al., 1998; Thun et al., 2002). Nehring et al. (2005)
zjistili, Ze bezzloutkova fedidla Bioxcell® a AndroMed® mohou byt vhodnou néhradou za

b&zn4 media na bazi Zloutku, jako je napf. Triladyl®.

2.1.4 Priklady komeréné dostupnych redidel

1) redidla s pridavkem Cerstvého Zloutku:

Triladyl®, Biladyl® (Minitiibe, Tiefenbach, Némecko),
BullXcell® (IMV Technologies, L Eigle, Francie),
BoviPRO® (Minitube of America),

2) redidla s obsahem komercné pridaného (ionizovaného) zloutku:

Steridyl® (Minitiibe, Tiefenbach, Némecko),
Optidyl® (Biovet, Fleurance, Francie),

3) bezzloutkova redidla:

(a) na bazi s6jového lecitinu:
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AndroMed® (Minitiibe, Tiefenbach, Némecko),
BioXcell® (IMV Technologies, LEigle, Francie),
b) na bazi liposomu:

OptiXcell® (IMV Technologies, L Eigle, Francie).

2.1.5 Porovnani kvality zloutkovych a bezzloutkovych redidel

Bylo publikovano mnoho riiznych studii, které se zabyvaly porovnanim riznych typi

fedidel. Nize uvadime jejich stru¢ny piehled.

Jannet et al. (2005) srovnavali tfi rizna komeréné vyrabéna tedidla (AndroMed®,
Bioxcell® a Triladyl®) a sledovali jejich vliv na kvalitu mrazeného by&iho spermatu. Dosahli
nasledujicich vysledkii: pohyblivost zmrazenych a rozmrazenych spermii byla v AndroMedu®
(67,7 + 1,9%) signifikantn& (p < 0,05) vyssi, nez v Bioxcellu® (60,9 + 1,9%) a Triladylu®
(52,4 £ 1,9%). Na zakladg téchto vysledkii dospéli k zavéru, ze AndroMed® je nejvhodngjsi

ke kryokonzervaci by¢iho spermatu.

Cilem studie, kterou publikovali Amirat et al. (2004), bylo zhodnotit vliv LDL na
konzervaci byc¢iho spermatu. Aktivita spermii, konzervovana v LDL, byla srovnavéana
s ejakulatem konzervovanym v Optidylu®, komeréné vyrabéném fedidle. Aktivita spermii po
rozmrazeni byla dvakrat vy§§i u LDL nez v Optidylu®: 54,4 % oproti 30,2% (p < 0,05).
Dospéli tedy k zavéru, Zze LDL konzervuje by¢i semeno kvalitné, vyrobené inseminacni davky

maji dobrou oplozovaci schopnost a spermie maji lepsi aktivitu po rozmrazeni.

V roce 2005, Amirat et al. (2005) opét porovnavali LDL, tentokrat s jinymi fedidly:
s Triladylem® a Biociphosem-Plus®. Aktivita spermii po rozmrazeni byla dvakrat vyssi (P <
0,05) v Biociphosu-Plus® (64%) a LDL (61%) nez v Triladylu® (32%). Na zakladé viech
dosazenych vysledkll opét konstatovali, Ze fedidlo na bazi LDL nejlépe chrani dlouhodobég

konzervované, zmrazené spermie.

Muino et al. (2007) zjistovali vhodnost pouziti dvou bezzloutkovych komercnich
tedidel (AndroMed” a Biociphos-Plus”™) ve srovnani se Zloutkovym fedidlem (Biladyl®). Déle
byl sledovan vliv fedidla, byka, opakovani a interakce mezi nimi na Zivotaschopnost spermii a
neporusenost akrozomu. Semeno fedéné Biladylem® vykazovalo lepsi (P < 0,001) preZitelnost

spermii (47,9%) nez semeno mrazené AndroMedem® (38,5%) nebo Biociphosem-Plus®
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(34,9 %). Vliv byka a opakovani mély vyznamny vliv na Zzivotaschopnost spermii a
neporusenost akrozomu, ale interakce mezi bykem a fedidlem a opakovanim a fedidlem

nebyly vyznamné.

Stradaioli et al. (2007) porovnavali Zloutkové, tris-citratové a komeréni, bezzloutkové
fedidlo (Bioxcell®). Hodnotili pohyblivost, schopnost kapacitace a schopnost prodslat
akrozomalni reakci spermii byka po mrazeni a rozmrazeni. Bioxcell® dosahl ve viech
sledovanych ukazatelich signifikantn& (P < 0,05) lepich vysledki. Bioxcell® pouzili ve svém
pokusu také Celeghini et al. (2008). Srovnavali jej s fedidlem Botu-Bov®. Studovali vliv
kryokonzervace na pohyblivost spermii a mitochondrialni funkce, na integritu plasmatické
membrany a chromatinu. Pohyblivost byla hodnocena subjektivné a zaroven spermo-
analyzatorem. Dospéli Kk zavéru, ze kryokonzervace snizuje pohyblivost, poskozuje
plasmatickou membranu a akrozém, stejné tak snizuje funkci mitochondrii. Redidlo Botu-
Bov® bylo efektivn&jsi v zachovani pohyblivosti spermii a integrity membran nez Bioxcell®.

Nepotvrdili se tak zavéry Stradaioli et al. (2007).

Hinsch et al. (1997) studovali vliv dvou ruznych kryoprotektantl na funkce spermii.
Ejakulaty byly mrazeny za pfitomnosti bud’ fedidla na bazi sojového extraktu (Biociphos-
Plus®) a nebo kryoprotektantu obsahujiciho vaje¢ny Zloutek (Triladyl®). Byla sledovéana
integrita akrozomu, zivotaschopnost bunék a pohyblivost spermii po rozmrazeni. Vysledky
mezi témito dvéma fedidly se statisticky neliSily. Stejnd kryoprotektiva pouZili ve svém
pokusu také Gil et al. (2000). Porovnavali oplozovaci schopnost a zivotaschopnost spermii
bykt po nafedéni ejakulati opdt Triladylem® a Biociphosem-Plus®. V oplozovaci schopnosti
nebyl mezi obéma fedidly nalezen statisticky vyznamny rozdil (69,1 + 0,8 versus 69,2 + 0,8).

7e v Biociphosu-Plus® si spermie lépe zachovaji pohyblivost nez v Triladylu®.

Bousseau et al. (1998) také srovnavali Biociphos-Plus® s jinym komer¢nim fedidlem,
tentokrat na bazi vaje¢ného Zloutku a mléka, (Laiciphos®™). Redidla byla porovnavana na
zakladé vysledku in vitro a in vivo oplozeni spermatem byka, nafedénym vySe zminénymi
tedidly. Nebyly mezi nimi nalezeny statisticky vyznamné rozdily (P > 0,05). Biociphos-Plus®
pouzili také Thun et al. (2002). Srovnavali jej s blize nespecifikovanym TRIS-Zloutko-
citraitovym fedidlem. Opét mezi obéma fedidly nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily.
Podobny pokus provedli také van Wagtendonk-De Leeuw et al. (2000). Hodnotili oplozovaci
schopnost byciho spermatu konzervovaného tiemi riznymi fedidly: 1) TRIS-Standard,

pripraven v laboratofi, obsahujici 20 % pasterovaného vajecného zloutku, 2) TRIS-Koncentrat,
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obsahujici 20 % vaje¢ného zloutku a v poméru 1 : 5 nepyrogenickou vodu a 3) Biociphos-
Plus® obsahujici sojovy extrakt. Byly shledany nesignifikantni rozdily mezi TRIS-Standard a
TRIS-Koncentrat (P=0,54) zatimco u Biociphosu-PIus® byl test neprebéhlych signifikantné

nizsi nez u obou porovnavanych fedidel (P < 0,05).

3 HODNOCENI EJAKULATU

Konvenéni postup hodnoceni ejakulatu, provadény pied a po kryokonzervaci, zahrnuje
stanoveni koncentrace spermii, pohyblivosti a morfologie. Tyto parametry vétSinou odhali
ziejmé piipady snizené plodnosti nebo neplodnosti byka (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 (VEéznik et al., 2004).

3.1 Testy prezitelnosti spermatu

vewr

Mezi vysledky téchto testd a skutecnou plodnosti byly zjistény vysoké korelace (Louda et
al., 2001).

Radime mezi né zejména — dlouhodoby chladovy a kratkodoby tepelny test
pieZitelnosti spermii, test na odolnost vii¢i chladovému Soku a stanoveni procenta Zivych a
mrtvych spermii barvenim a HOS (Hypo Osmotic Swelling) test (Véznik et al., 2004;
Hoflack et al., 2006; Gillan et al., 2008; Sutkeviciene et al., 2009).
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4  VLASTNI VYSLEDKY

4.1 Metodické postupy

4.1.1 Odbér a zpracovani spermatu

Do pokusu byla vybrana skupina 4 byka holStynského plemene s rozdilnou plemennou
hodnotou pro plodnost, chovanych na 1 inseminacni stanici se stejnou frekvenci odbéru
jednou tydné. Bykiim byla podavana stejna krmna davka: seno (10 kg), slama (5 kg), sdjovy
Srot (0,5 kg), smés obilnych Srotd: 1/3 ovesného, 1/3 pSeni¢ného a 1/3 jeéného Srotu,
Vv celkové davce 3 kg a smés mineralii Premin 22 Natural od firmy VVS Vermétovice s. r. o.
Tento mineralni dopln€k obsahuje: 25% zitnych otrub, 25 % KHyPO4, 19% CaCOs;, 13%
NacCl, 9% MgO, 4% tfepné melasy a ostatni mineraly (obsah na 1 kilogram krmné smési): Ca
(11,4%), P (6%), Na (5%), Mg (5,2%), Vitamin A (1250000 i.u.), Vitamin D3 (250000 i.u.),
Vitamin E (5000 mg), Vitamin B1 (61 mg), FeCO3 (8200 mg), CuSO4 . 5H,0 (600 mg), MnO
(3000 mg), ZnO (5500 mg), Ca(l03), (45 mg), Co(CH3COO), (45 mg), Na,SeO3 (36,5 mg),
Niacin (825 mg), Beta karoten (800 mg).

Od kazdého byka bylo ziskano 20 ejakulatt, splitujicich vstupni pozadavky k nasledné
konzervaci, standardnim postupem do umélé vaginy (Louda et al., 2007) v obdobi od fijna do
dubna nasledujiciho roku. Vstupni hodnoceni bylo provadéno Skolenym persondlem
laboratofe inseminacni stanice dle standardni metodiky (Véznik et al., 2004): ejakulat byl
nejprve zhodnocen senzoricky na pfitomnost nezadoucich pfimisenin a zapachd. Dale byla na
fotometru (Genesys 10vis, Spectronic Unicam, Rochester, NY, USA) zméfena hustota
ejakulatu, zvazenim na digitalni automatické vaze (Scout Pro, OHAUS®, Parsippany, NJ,
USA) bylo stanoveno jeho mnozstvi a aktivita byla hodnocena pomoci mikroskopu s fazovym
kontrastem (Nikon® Eclipse E200, Tokio, Japonsko) subjektivni metodou. K dal§imu
zpracovani bylo pouzito pouze sperma o hustot¢ minimaln¢ 0,7 X 10° v mm?®, s minimalni

aktivitou 70% (ptimocary pohyb za hlavickou, odpovidajici rychlosti).

Pozitivné hodnocené ejakulaty byly rozdéleny na ctyfi rovnomérné dily pomoci
sterilni pipety do sterilnich na 38°C ptedehiatych zkumavek. Kazdy dil byl nafedén jednim
z fedidel pfipravenych dle navodu vyrobce a predehiatych na 38 °C. Byla porovnavana

komeréni a b&né dostupna fedidla — AndroMed®, Bioxcell®, Optidyl® a Triladyl®. Dané
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mnozstvi fedidla bylo aplikovano sterilni injek¢éni sttikackou pfimo do zkumavky se vzorkem.

Poté byly zkumavky uzavieny sterilni zatkou.

Nasledovala standardni vyroba: nafedény ejakulat byl po 10 minutovém promichéni
naplnén do pejet o objemu 0,25 ml; zchlazen na teplotu 4 °C a ekvilibrovan po dobu 90
minut pied mrazenim. Poté byl zamrazen metodou postupného zmrazovani na teplotu
-105 °C v automatickém mrazicim boxu od firmy IMV Technologies, L'Eigle, Francie;

a ulozen v tekutém dusiku pti -196 °C.

4.1.2 Hodnoceni rozmrazeného spermatu

In vitro parametry ejakulatu byly hodnoceny po rozmrazeni 2 inseminac¢nich davek
z kazdé varianty. Celkem bylo hodnoceno 640 davek (4 byci, 20 vzorki ejakulati od kazdého
byka, 4 fedidla), tedy 160 davek od kazdého byka a fedidla.

Inseminacni davky byly hodnoceny pomoci kratkodobého tepelného testu prezitelnosti
spermii. Touto jednoduchou, bézn¢ vyuzivanou metodou se hodnoti pokles aktivity spermii
v Case. Pejety byly rozmrazeny ve vodni lazni o teploté 38 £ 1 °C po dobu 45 sec. a vlozeny
do sterilnich zkumavek s fyziologickym roztokem (0,9% NaCl, pH 6,7 — 6,85) piedehiatym
na 38 + 1 °C. Motilita spermii byla hodnocena subjektiviné pomoci mikroskopu s fazovym
kontrastem pii zvétSeni 10x v 30 minutovych intervalech, pocinaje ¢asem 0 a konce ¢asem

dvé hodiny. Byl hodnocen rychly, ptimocary pohyb vpted za hlavickou.

4.1.3 Statistické zpracovani vysledku

Veskeré udaje byly zaznamendvany do programu Excel. Takto byly pfipraveny pro
statistické hodnoceni. Vyhodnoceni probihalo v programu SAS® (Verse 9.1; SAS Inst., Inc.,
Cary, NC, USA), kde bylo pouzito obecného linearniho modelu a metody nejmensich

¢tvercil. Byla pouzita nasledujici modelova rovnice:

Yik = p+ Ait+ Bj + e«

Yijk ........naméfena hodnota zavisle proménné (aktivita spermii v ¢ase 0, 30, 60, 90 a 120

min. v procentech),
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Hoeeeinenne. obecny prumér znaku,

Ao vliv fixniho efektu i-tého plemenného byka (i = byk 1, n = 160; byk 2, n = 160;
byk 3, n = 160; byk 4, n = 160),
= TR vliv fixniho efektu j-tého fedidla (j =1 — AndroMed®, n = 160; 2 — Bioxcell®, n =

160; 3 — Triladyl®, n = 160; 4 — Optidyl®, n = 160),

Cijk < vneee residualni chyba.

Rozdily ve sledovanych ukazatelich v zavislosti na zvolenych faktorech byly
hodnoceny na hladiné¢ statistické prukaznosti:

P < 0,05 * statisticky vyznamny rozdil — 95 %

P < 0,01 ** statisticky stfedné¢ vyznamny rozdil — 99 %

P < 0,001 *** statisticky vysoce vyznamny rozdil — 99,9 %
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5  VYSLEDKY A DISKUSE

Vztahy mezi sledovanymi faktory (byk, fedidlo) a jednotlivymi ukazateli (vysledky
kratkodobého tepelného testu piezitelnosti spermii) byly determinovany dle vyse uvedené
modelové rovnice. V Tabulce 1 jsou uvedeny priikaznosti vlivu jednotlivych faktord modelu
na sledované ukazatele. Z této tabulky vyplyva, ze vliv byka na sledované ukazatele kvality
byl vysoce statisticky vyznamny (P < 0,001). Vliv pouzitého fedidla byl statisticky stfedné
vyznamny (P < 0,01) na aktivitu spermii po rozmrazeni (AKT 0) a po 30 minutach trvani
termodynamického testu prezitelnosti spermii a statisticky vyznamny (P < 0,05) na aktivitu
spermii po rozmrazeni po 60 min. testu (AKT 60). V ostatnich ukazatelich byl vliv fedila

neprukazny.

Tabulka 1 — Prukaznost vlivu jednotlivych faktorti modelu

MODEL BYK REDIDLO
ZNAK r? P F-test P F-test P
AKT 0 0,09 < 0,001 6,76 0,0002 5,14 0,002
AKT 30 0,10 < 0,001 8,56 < 0,001 5,26 0,001
AKT 60 0,11 < 0,001 14,33 < 0,001 2,79 0,040
AKT 90 0,13 < 0,001 22,03 < 0,001 1,27 0,285
AKT 120 0,14 < 0,001 24,84 < 0,001 1,15 0,329

Vysvétlivky: Byk = vliv plemenného byka; Redidlo = vliv pouzitého fedidla; AKTO = aktivita spermii po
rozmrazeni; AKT30-120 = aktivita spermii po 30, 60, 90, a 120 min. kratkodobého tepelného testu piezitelnosti
spermii.

5.1 Vliv byka na sledované ukazatele kvality

V Tabulce 2 jsou uvedeny vysledky termodynamického testu piezitelnosti spermii
podle jednotlivych byki, v ¢ase 0, 30 min., 60 min., 90 min. a 120 min. trvani kratkodobého
tepelného testu prezitelnosti spermii.

Vychozi aktivita na pocatku testu (AKT 0) byla nejvyssi u byka ¢.1 (54,45%). Nejnizsi
hodnota byla naméiena u byka ¢. 4 (45,22%). S rostoucim ¢asem (AKT 0 — 120) klesaly pro
jednotlivé byky hodnoty aktivity spermii. Mezi bykem ¢. 1 a byky €. 2 a ¢. 3 byl zjistén
statisticky stfedn¢ vyznamny rozdil (P < 0,01) ve vSech ¢asech (AKT 0 — 120). Prikazné (P <
0,01) nejhorsi hodnoty piezitelnosti spermii pfitom vykazoval byk ¢. 3 a to ve vSech Casech

(41,11%, 34,15%, 25,29%, 18,65%; AKT 30 — 120).
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Tabulka 2 — Vliv byka na sledované ukazatele kvality

BYK AKTO AKT30 AKT60 AKT90 AKT120
LSM + SE LSM + SE LSM = SE LSM = SE LSM = SE

1 54,45+ 1,917 50,83 + 1,88% 46,44 +1,83" 39,94 + 1,774 34,44 + 1,814

2 47,09 +1,79% 42,77 £ 1,775° 36,69 + 1,728 27,82 +1,65° 20,76 + 1,70°

3 45,99 + 1,80° 41,11 +1,77° 34,15+ 1,728 25,29 + 1,65° 18,65+ 1,70°

4 4522 +2,00° 4229 +1,97° 34,86 + 1,92 28,14 + 1,84° 21,27 +1,90°

Vysvétlivky: Byk = vliv plemenného byka (1 — 4); AKTO = aktivita spermii po rozmrazeni v procentech;
AKT30-120 = aktivita spermii po 30, 60, 90, a 120 min. kratkodobého tepelné¢ho testu piezitelnosti spermii
v procentech.

5.2 Vliv pouzitého redidla na sledované ukazatele kvality

Vliv pouzitého fedidla na ptezitelnost spermii po rozmrazeni je uveden v Tabulce 3.
Aktivita spermii na zacatku termodynamického testu piezitelnosti (AKT 0) byla prikazné
nejvyssi u Optidylu® (51,68%; P < 0,01) a nejnizi v Bioxcellu® (44,0%; P < 0,01).
Statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) na pocatku testu (AKT 0) byl dale prokazan mezi
AndroMedem® (49,23%) a Bioxcellem® (44,0%).

V dalsim prib¢hu kratkodobého tepelného testu prezitelnosti spermii dochazelo
k poklesu aktivity. Po 30 min. testu (AKT 30) byl rozdil mezi Bioxcellem® (39,92%) a
Optidylem® (46,91%), resp. AndroMedem® stale prikazny (P < 0,01).

Po 60 min. testu ptezitelnosti (AKT 60) byl nalezen prikazny rozdil (P < 0,01) mezi
Bioxcellem® (35,14%) a AndroMedem® (40,12%).

V dal§im prubehu kratkodobého tepelného testu prezitelnosti spermii (AKT 90 a AKT
120) byly jiz rozdily mezi jednotlivymi fedidly neprukazné (P > 0,05).
vysledkii u bezzloutkového fedidla Bioxcell® (P < 0,05 — 0,01). Bioxcell® pouzili ve svém
pokusu napt. Celeghini et al. (2008). Dosli ke stejnym zavéram. Srovnavana fedidla byla také
lepsi nez Bioxcell®. Naopak, nepotvrdily se zavéry Stradaioli et al. (2007). V jejich pokusu
dosahlo fedilo Bioxcell® ve viech sledovanych ukazatelich signifikantng (P < 0,05) lepsich
vysledkd.

Z tabulky 3 dale vyplyva, Ze aktivita spermii byla nejlepsi za pouziti Optidylu®, ktery
je na bazi vaje¢ného Zloutku. Potvrdily se tak zavéry studie Polge and Rowson (1952) nebo
Muino et al. (2007) ktefi uvadi, Ze fedidla na bazi vaje¢ného zloutku maji pfiznivé

kryoprotektivni u¢inky, chrani spermatické buniky a jsou lepsi nez fedidla bezzloutkova.
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Tabulka 3: Vliv pouzitého fedidla na aktivitu spermii po rozmrazeni

REDIDLO AKTO AKT30 AKT60 AKT90 AKT120
LSM + SE LSM + SE LSM + SE LSM + SE LSM + SE
AndroMed® | 49,23 +1,50° 46,41 + 1,48 40,12+ 1,44° | 31,85+1,38 | 25,29+143
Bioxcell® 44,00 + 1,50"° 39,92 + 1,485C 3514 +£1,44° | 2841+138 | 21,92+1,43
Triladyl® 47,84 + 1,50 43,76 + 1,48 37,35+ 1,44 30,00 = 1,38 23,48 + 1,43
Optidy!® 51,68 + 1,50 46,91 + 1,48° 39,54 + 1,44 30,94+ 1,38 | 24,42+1,43

Vysvétlivky: AKTO = aktivita spermii po rozmrazeni v procentech; AKT30-120 = aktivita spermii po 30, 60, 90,
a 120 min. kratkodobého tepelného testu piezitelnosti spermii v procentech.

6 ZAVER A DOPORUCENI PRO PRAXI

Vliv byka byl vysoce staticky vyznamny (P < 0,001). Pfezitelnost spermii po
rozmrazeni byla nejvyssi u byka 1 — ve vSech sledovanych ¢asech dosahl nejlepsich vysledki
oproti ostatnim sledovanym bykim (P < 0,01). Vysledky potvrzuji rozdily v kvalité ejakulatu
mezi jednotlivymi byky a naznaduji potiebu individualniho piistupu k jeho hodnoceni a
zpracovani pii vyrob¢€ inseminacnich davek.

Vliv pouzitého fedidla na piezitelnost spermii v insemina¢ni davce byl statisticky
stfedn& vyznamny (P < 0,01). Rozdil mezi nejlepsim Optidylem®™ a nejhor§im Bioxcellem®
byl statisticky sttedné vyznamny (P < 0,01), po 90 a 120 minutach testu byly jiz rozdily mezi
fedidly neprtikazné (P > 0,05).

Lze tedy konstatovat, ze vliv pouzitého fedidla na kvalitu inseminac¢nich davek byku
neni zanedbatelny. Vybéru vhodného fedidla je tieba vénovat patficnou pozornost.
spermii po rozmrazeni inseminacni davky a v idedlnim ptipad¢ fedidlo vybirat individualné
pro konkrétniho byka. Tato skute¢nost mize vyvolavat nutnost Gpravy odbérového planu a
managementu provozu inseminaéni stanice. Nicméné individudlni ptistup k vyrobé
inseminacnich ddvek muizZe vést k efektivnéj§imu vyuzivani potencidlu Cerstvého ejakulatu

konkrétniho byka.
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. SROVNANI ,NOVOSTI POSTUPU*

V metodice jsou uvedeny metody, vlastnimi vysledky vyzkumné ovérené metodické
postupy konzervace ejakulatu byka. Uvadéné informace jsou vysledkem vyzkumné ¢innosti
autorti a vysledkem systematického studia védecké literatury v oblasti metod v reprodukci

hospodatskych zvirat.

IV. POPIS UPLATNENiI METODIKY

Metodika bude vhodnou pomuckou pro podnikatele v zeméd¢lstvi, ve Slechténi v
chovu skotu pfi realizaci zvySovani konkurenceschopnosti zeméd¢lstvi — chovu skotu (osa |
PRV, priorita 1.1. Modernizace, inovace a kvalita, 1.2. Ptenos znalosti) uplatnénim
progresivnich technologickych postupt Vv reprodukci skotu.

Ptedlozena publikace poskytne informace pracovnikiim Slechtitelskych organizaci,
poradcam, chovateltim, pracovnikiim v zivoc¢isné vyrobé. Vysledky jsou vyuZzitelné v procesu

pribézného vzdélavani a v pedagogické ¢innosti.
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V. EKONOMICKE ASPEKTY

Pti vyrob¢ insemina¢nich davek je na prvnim misté, stejné jako v kazdém jiném
odvétvi ndrodniho hospodarstvi, ekonomika. V zajmu kazdého producenta je minimalizace
nakladii na vyrobu, kterd umozni snizeni ceny a tak i1 zvySeni konkurenceschopnosti podniku
a dosazeni co nejvys$siho zisku. Usp&snost producentll inseminaénich davek stoji a pada
s kvalitou nakoupenych bykl a s kvalitou a mnozstvim od nich vyrobenych insemina¢nich
davek. Hlavnim cilem je vyrobit davky v pozadované kvalité, piedev§im s vysokou
oplozovaci schopnosti.

Ideélni situace by nastala v ptipad¢, Ze se bez ztrat zpracuje veskeré odebrané sperma
a vSechny vyrobené inseminacni davky se prodaji. Toto je ovSem situace pouze teoreticka.
V praxi neni mozné zpracovat veskeré odebrané sperma, nebot’ toto musi spliiovat jisté
vstupni normy. Dale Casto dochazi k situaci, kdy se musi bez uzitku zlikvidovat v§echny
vyrobené davky z odebraného ejakulatu z diivodu ztraty zivotaschopnosti a aktivity spermii
po zmrazeni. A Casto to neni zanedbatelné mnoZstvi — U mladych bykl kolem jednoho roku
véku se zjednoho skoku v pruméru vyrobi 100 az 200 davek, star$i byk vyprodukuje
vV priméru na jeden skok 200 az 400 inseminacnich davek, od téch nejlepsich byku se jich da
v extrému vyrobit i pfes 1000 kust. Mnozstvi davek, ziskanych z jednoho skoku, od jednoho
byka ovliviiuje zejména jeho individualita, veék, frekvence odbéru ejakulatu a ro¢ni obdobi.
Mrazitelnost spermii je mimo kvality vlastniho spermatu ovlivnéna ptfedev§im spravnym
technologickym postupem pfii zpracovani, délkou ekvilibrace a samoziejme 1 sloZenim tfedidla.

Vezme-li v uvahu vSechny vynaloZené naklady na vyrobu (cenu fedidla, tekutého
dusiku, pejet, energii, mezd zaméstnancli a samoziejmé¢ i1 fixnich ndkladi) a usly zisk
z prodeje, dojdeme k nemalé ¢astce. Nejedna se zdaleka jen o ztratu finanéni, ale také o ztratu
cenn¢ho plemenného materialu. Je to ztrata piredevSim chovatelskd, zvlasté jde-li o byka
s dobrym genotypem, o byka zlepSovatele, o byka, o jehoZ semeno je mezi chovateli zajem.
Cim lepsi byk, tim vétsi ztrata.

Zajisténi vyssi aktivity spermii pouze vlivem pouZitého fedidla znamend, pii shodné
urovni ostatnich ukazatelt ejakulatu, potencidlné o 4,4-7,7% vice vyrobenych insemina¢nich
davek. Cena inseminacnich dévek se pohybuje od cca. 70,- K¢ u testanti az po cca. 900,- K&
u kvalitnich provéfenych byka zlepSovateld. Pfi primémé vyrobé 300 ks davek z jednoho
skoku to znamend o 13-23 davek vice, které mohou, v navaznosti na ceny inseminacnich
davek, ptfedstavovat zvySeni trzeb producenta v rozmezi +910 az teoreticky +20700,- K¢ na

jeden skok plemenného byka.
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