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I Cil metodiky

Cilem metodiky bylo navrhnout optimalizovany postup kryokonzervace spermii kohoutt
plemene ceskd slepice zlatd kropenatd, plemene patfictho do genetickych zdroja.
Optimalizace postupu bylo dosazeno prostfednictvim modifikaci dostupnych redidel ejakulatu
dribeze uréenych pro kratkodobou konzervaci vybranymi kryoprotektanty a testovanim jejich
optimalnich koncentraci. Pro ovéreni Uspésnosti realizovanych modifikaci byly hodnoceny
vybrané parametry (motilita; MOT) a integrita plazmatické membrdany a akrozomu (viabilita;
VIA) ptipravenych inseminacnich davek (ID) pfed a po rozmrazeni. Hlavnim cilem bylo na
zakladé ziskanych dat zefektivnit ucinnost modifikovanych médii a zpracovat doporuceni
vyplyvajici z vysledk( a ziskanych zkuSenosti autorského kolektivu.

I Vlastni popis metodiky
1.1 Uvod

Ceska slepice zlata kropenata je dnes jedinym plvodnim plemenem kura, které vzniklo na
nasem Uzemi a poslednim klasickym predstavitelem plvodnich stfedoevropskych selskych
slepic lehkého typu s unikatnim zbarvenim (Kraus et al. 2022). Je mimoradné vhodné pro
podminky tradi¢né pojatych volnych ¢i ekologickych chov(. Od roku 1996 je plemeno zafazeno
do programu ochrany plvodnich plemen, od roku 2006 je soucasti narodniho programu pro
zachranu a uchovavani zemédélské rozmanitosti. Cilem tohoto programu je i vytvoreni in vitro
reservoaru dlouhodobé konzervovanych ID prostfednictvim kryokonzervace, pouZitelnych
napriklad v pfipadé ohroZeni populaci nakazou ptaci chfipky aj.

Kryokonzervace je proces, ktery diky radé stresovych podnétl snizuje fertilizacni
schopnost spermii drlibeze az o 100 % (Shanmugam et al. 2018) v porovnani s nativnim
ejakulatem. Zakladnim predpokladem uspésného dlouhodobého uchovani spermii je alespon
80% motilita nativniho ejakuldtu a minimalni pocet spermii s morfologickymi abnormalitami.
Vyskyt primarnich morfologickych zmén u >15 % spermii automaticky vyrazuje ejakulat
z dalSiho zpracovani. Stejné je tomu i u sekundarnich morfologickych zmén, vzniklych
neodbornou manipulaci. Proto se kolektiv autorl zaméruje také na zpUsob a pribéh odbéru
ejakulatu.

V procesu pfipravy inseminacnich davek se pouzivaji redidla pro kratkodobé uchovani
ejakulatu. Tato redidla na bazi sacharidli nejsou schopna poskytnout protektivni ucinek
v procesu mrazeni. Zakladem pro tato redidla byla receptura slozend z glukdzy, glutamanu
sodného, citronanu draselného, octanu sodného a octanu horecnatého (Lake 1960), a proto
bylo obohaceni o kryoprotektivni slozky nezbytné.

Statisticky vyznamna variabilita byla zjiSténa v mnozstvi, kvalité i mrazitelnosti ejakulatu
jednotlivych samcu. Z toho ddvodu byly vSechny nase experimenty provadény ze smésného
vzorku nékolika samcll stejného plemene. Smésny vzorek snizil efekt individuality jedince a



ejakulat smésnych vzorkd tak splioval pozadavky pro vyrobu ID. Pro zachovani kvalitativnich
a kvantitativnich parametr( nativniho ejakulatu byla optimalni cetnost odbérd dvakrat za
tyden. Obdobi odbérové abstinence nesnizovalo kvalitu hodnocenych parametr(, ale spise
ochotu samcl k odbéru. Tato metodika se zabyva kryokonzervaci ejakulatu genetického
zdroje plemene Ceska slepice zlata kropenatd. Z toho divodu nebyl hodnocen efekt plemenné
prislusnosti.

Zasadnim kladem prace s drlbezim ejakuldatem a ovérenim kvality inseminacéni ddvky in
vivo je velmi kratky ¢as od inseminace do identifikace oplozenych vajec. Prosviceni vajec
Uspésné inseminovanych slepic jiz 7. den zietelné identifikuje cévni sit (Lierz et al. 2006).
Kritickym bodem dodrZeni postupu je proces inseminace. Reinseminace je realizovana 4. den,
vzdy po sndsce (Tselutin et al. 1995).

11.2 Vlastni kryokonzervacni protokol
Odbér ejakuldtu

Ejakulat kohoutU se ziskava technikou dorzo-abdomindlni masaze (Burrows et Quinn 1935)
a nevyzaduje stimulacni pfitomnost samic, jako je tomu u savci. Osoba provadéjici odbér drzi
kohouta za béhdky a soucasné fixuje jeho hlavu v podpazi. Dorzo-abdomindlni masaz je
provadéna obvykle pravou rukou (u pravakt) smérem od hrudni kosti ke kloace. Poté se tésné
pred ejakulaci stiskne kloaka pro vychlipeni kopulaéni papily. Pfitomny technik provede sbér
ejakuldtu do sbérné nadoby. Vzhledem k malému objemu ejakuldtu Ize odbér realizovat také
pomoci laboratorni pipety (viz Obrazek 1). Délka odbéru trva do 20 sekund. Rutinni osvojeni
této techniky je nezbytné. Neodbornou manipulaci pfi odbéru muze dojit k vyskytu pfimési
krve v ejakuldtu. Odbér semene by mél byt provadén vzdy stejnou osobou ve stejnou denni
dobu optimalné dvakrat za tyden (Lin et al. 2021).

Obrazek 1: Odbér ejakulatu (foto: kolektiv autor()



Na odbér ejakulatu je doporucované navykaci obdobi 14 dn(, po kterém jsou kohouti
schopni uvolnit maximalni mnozstvi ejakulatu (Madeddu et al. 2016). Odebrany ejakulat se
skladuje pfi teploté 5 °C aZz do zpracovani. Zpracovany jsou pouze ty vzorky, které spliuji
nasledujici kritéria: objem >0,2 ml, koncentrace >3 x 10° spermii/ml a pohyblivost spermii >80
%. Odbér je vhodné provadét do prihledné kalibrované nadoby, avsak pro velmi malé
mnozstvi se presny objem stanovi az v laboratofi. Po celou dobu manipulace je vyZzadovana
odborna zpusobilost z dlivodu nachylnosti spermii na teplotni zmény, mechanické poskozeni
i riziko znehodnoceni ejakulatu spermicidnimi latkami.

Sperma pouZité pro tuto metodiku bylo odebirdno kohoutlim ustdjenym ve stabilnich
klimatickych podminkach Demonstraéniho a experimentalniho pracovisté Ceské zemédélské
univerzity v Praze (50°07°47.6”N 14°22°07.0”E): teplota vzduchu cca 20 °C, vlhkost vzduchu
50-60 %. V dobé odbéru nebyly ve staji pfitomny Zadné dalsi osoby, coz sniZzovalo stresové
reakce kohout( a zvySovalo Uspésnost odbéru.

Hodnoceni kvality ejakuldtu

Ihned po odbéru se makroskopicky zhodnoti objem, barva, zapach, vzhled a obsah cizich
pfimési. Ejakuldt, ve kterém se vyskytly pfimési krve nebo je kontaminovan trusem je
automaticky vyrazen. V laboratornich podminkach se mikroskopicky hodnoti koncentrace,
ktera vyznamné ovliviiuje barvu ejakuldtu, motilita vyjadfujici celkovy pocet aktivnich spermii
a morfologie. Koncentrace a motilita spermii se hodnoti pomoci mCASA (iSperm®, Aidmics
Biotechnology, Taipei City, Taiwan; viz Obrazek 2).

e T i G
4039 | 72 |58 | o,

125 112 106 95 85

CA21-24

Pro presnost méfreni motility je nezbytné naredéni vzorku ejakulatu podle doporuceni
vyrobce na standardni koncentraci 30 x 108 spermii/ml pouZitym komerénim Fedidlem bez
pridaného kryoprotektantu. U takto pfipraveného vzorku se snimaji minimalné 3 nahodna
pole s naslednym vyhodnocenim kinematickych parametr(i spermii. Koncentrace spermii v



kvalitnim nativnim ejakuldtu vhodného k pfipravé kryokonzervované ID by méla byt >100x10°
s vice nez 80 % aktivnich spermii. Manualnim ekvivalentem metody mCASA pro stanoveni
motility mUze byt kalibrovana pocitaci komUrka Leja® s hloubkou 20 um (IMV, L’Aigle, France),
pro stanoveni koncentrace Birkerova kom(rka. Doporucend koncentrace pro tento zplsob
hodnoceni je stejnd jako pro hodnoceni pomoci mCASA 30 x 10° spermii/ml. Pfitomnost
abnormalnich spermii by neméla presahnout 15 % (Clarke et al. 1984). Mezi morfologické
abnormality spermii ptdk( patfi zkrouceni nebo vakuolizace hlavi¢ky spermie, nepfitomnost
akrozomu a stoceni nebo nepfitomnost biciku (Long et al. 2014).

Tuto Skalu testl hodnoticich kvalitu ejakulatu Ize rozsifit o stanoveni viability. Viabilita
spermii je vyjadfena integritou plazmatické membrany a akrozomu a je vyznamnym
ukazatelem kvality predevSim u zmrazeného ejakuldtu. Tyto parametry jsou hodnoceny
pratokovym cytometrem (NovoCyte 3000°, Acea Biosciences, Agilent, Santa Clara, California,
USA; viz Obrazek 3) za pouziti fluorescencnich barviv o uvedenych koncentracich: Hoechst -
33342 (H-342); 16,6 pug/ml (identifikace pritomnosti DNA), propidium iodide (Pl); 13,3 pg/ml
(poskozeni plazmatické membrany) a PNA lektin (PNA-FITC); 0,83 pg/ml (detekce
akrozomalniho poskozeni).

Vzorky se fedi fosfatovym roztokem (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) na konec¢nou
koncentraci 10 x 10%/ml a barvi fluorescenénimi barvivy pfi teploté 38,5 °C po dobu 15 minut.
Dodavatelem H-342 a PI je spole¢nost Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA), dodavatelem PNA-
FITC spole¢nost Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). Pritokovy cytometr byl
vybaven fialovym (405 nm), modrym (488 nm) a ¢ervenym (640 nm) laserem a prislusnymi
optickymi filtry pro detekci emitovanych fluorescencnich signald. H-342 Ize Uspésné excitovat
fialovym (405 nm) laserem (Martinez-Pastor et al. 2010). Pro sbér a analyzu dat byl pouzit
software NovoExpress, v1.3.0 (Acea Biosciences, Agilent, Santa Clara, CA, USA). Stejny
software byl pouzit také k analyze ziskanych dat pratokové cytometrie.

Priprava inseminacnich ddvek



Za ucelem vyroby kryokonzervované ID se ejakulat po odebrani a vstupnim zhodnoceni
fedi v komeréné dostupnych fedidlech Poultry media® (IMV Technologies, L’Aigle, Francie) a
Raptac’ (AMP-Lab, GmbH, N&mecko) obohacenych o kryoprotektant N-methylacetamid
(NMA) o koncentraci 9 % (Mosca et al. 2016). Veskera média se udrzuji pti teploté 5 °C. Finalni
koncentrace je 100 x 108/ml bunék. Insemina¢ni davky se mrazi v 0,25 ml plastovych pejetach
francouzského typu (IMV Technologies, L'Aigle, Francie). Pejety lze plnit velkokapacitné
automatickou plnickou IMV-MRS3 (IMV Technologies, L’Aigle, Francie), nebo v pfipadé malych
objemU (jako je tomu u kohoutll) manualné. K manualnimu plnéni lze pouzit pipetu. Po
nasazeni pejety na Spicku pipety se nasaje pozadovany objem. Takto naplnénd pejeta se
uzavie pomoci sypkého PVA (polyvinylalkohol) a umisti se na plovouci rack do par tekutého
dusiku (5 cm nad hladinou) po dobu 10 minut (Madeddu et al. 2016) pro zchlazeni optimalni
rychlosti. Zchlazené pejety se ndsledné ponofi pfimo do kapalného dusiku (-196 °C).
K poskozeni membran dochdzi pravé v procesu mrazeni, proto je vtomto bodé tfeba striktné
dodrzovat mrazici krivku. PFilis rychlé mrazeni zpuUsobuje ireverzibilni posSkozeni
cytoplazmatické membrany, membrany akrozomu, nebo dvoji poSkozeni. Mrazeni ID probiha
v polystyrenovém mobilnim mrazicim boxu (komeréni mrazici box Minitube, GmbH).
Zmrazené ID se k dlouhodobému uchovani premisti do skladovaciho kontejneru s tekutym
dusikem.

Postup rozmrazeni inseminacnich ddvek

Pro zhodnoceni kvality vyrobenych ID se pejety rozmrazi podle stejného protokolu, jako
pred jejich pouZitim pfi inseminaci. Pro vyjmuti ze zasobniho kontejneru se zavés s ID vysune
do hrdla tak, aby bylo mozné identifikovat jednotlivé goblety/pejety umisténé v zavésu.
Zaroven se cely zavés nesmi dostat mimo pary tekutého dusiku, tj. nesmi byt vySe nez hrdlo
kontejneru. Jednd se o kriticky bod, kdy je tfeba realizovat co mozna nejrychlejsi manipulaci.
V pripadé pobytu mimo kontejner dochazi k bezprostfednimu nezaddoucimu tani ID v pejetach.
Pfi opétovném ponoreni zpét do tekutého dusiku znovu mrznou, coz vede k jejich
znehodnoceni. Vybrané pejety se uchopi peanem nebo pinzetou a jsou ponofeny do vodni
lazné temperované na 5 °C po dobu 100 sekund (Sasaki et al. 2010). Po rozmrazeni jsou ID
hodnoceny stejnym zplisobem jako pred mrazenim.

li. Porovnani inovativnich postup (,,novosti)

Inseminace hluboce zmrazenym ejakuldatem hraje nezastupitelnou roli v procesu Slechténi
hospodarskych zvitat, avsak ekonomicky relevantni metody uchovani dribezich gamet pro
rutinni kryokonzervaci nejsou aktualné technicky zvladnuté. Novym pfrinosem této metodiky
je navrzeny postup kryokonzervace z hlediska potfeby uplatnéni v praxi. Publikovanym



vysledkiim predchazelo systematické studium odborné literatury, na které navazovalo
experimentalni ovéreni hypotéz vyzkumnou ¢innosti autor(.

Nabizena komercni fedidla jsou navrzena pro kratkodobé uchovani ejakuldtu driibeze.
PfeZitelnost spermii vtakto pfipravenych davkdch je napf. u Poultry media® (IMV
Technologies, L’Aigle, Francie) deklarovana v jeho patentu po dobu 24 hodin v rozmezi teplot
5-10 °C. ProtoZe fedidla pro dlouhodobou konzervaci nebyla doposud vyvinuta, realizuji
védecké tymy optimalizaci nabizenych ptipravkd pomoci ptidavkd kryoprotektivnich latek.
Kryoprotektanty se v zasadé déli podle jejich schopnosti penetrovat bunééné membrany na
prostupné (CPA) a neprostupné (N-CPA). CPA jsou charakteristické schopnosti prostoupit
bunéénou sténou a zabranit vzniku ledovych krystal(l v procesu kryokonzervace. Mezi CPA
testovana pfi optimalizaci fedidel ur¢enych primarné pro kratkodobou konzervaci pat¥i napft.
methylacetamid (NMA), dimethylacetamid (DMA), dimethylsulfoxid (DMSO), glycerol (GLY)
nebo ethylenglykol (EG) (Whaley et al. 2021). Pozitivita jejich kryoprotektivnich vlastnosti je
kompenzovana jejich toxicitou v nesprdvné koncentraci. N-CPA plini stejnou protektivni funkci
bez prostupu do buriky. Jejich kreditem je nizsi toxicita, a proto je mozné je kombinovat s CPA
v nizSich koncentracich. Do této skupiny se fadi napf. low density lipoprotein (LDL),
polyvinylpyrrolidon (PVP), polyethylenglykol (PEG), sachardza (SACH), trehaldza (TRE).

Inovace postupl spociva v kombinaci kryoprotektivnich latek s komercénimi pripravky pro
kratkodobé uchovani ejakulatu s cilem dlouhodobého uchovani hluboce zmrazenych ID. Tato
kombinace vybizi k testovani a optimalizaci koncentraci kryoprotektivnich latek pomoci
hodnoceni kvality ID, které prosly procesem ptipravy, mrazenim a rozmrazenim a ovéreni
vysledk( in vivo technikou umélé inseminace. PakliZe tyto davky splfiuji poZadavky kladené na
ID po strance motility a viability, jsou inovativni postupy cestou k feSeni problému
dlouhodobého uchovani ID drlibeze.

IV. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika nabizi podrobny postup procesu kryokonzervace s odkazem na védecké
publikace kolektivu autor(, ale i primarni zahrani¢ni zdroje a navrhuje metody kryokonzervace
kohoutich spermii. MUze slouzit jako doplnujici materidl pro chovatelské subjekty a poskytovat
tak chovateldm néavod pro vyrobu a dlouhodobé uchovani hluboce zmrazenych ID drlibeze.
Uvedené poznatky mohou slouZit také jako podpuirny vyukovy material pro Skoly a védecko-
vyzkumné tymy. Pfedklddana certifikovand metodika slouZi k ovéreni kryokonzervacniho
protokolu, ktery doposud nebyl aplikovdn v chovatelské praxi. Inseminacni davky lze vyuzit
také pro komercni Uéely a uplatnéni v chovatelskych zafizenich. Dand metodika bude
vyuzivana podnikem Lihen Studenec, s.r.o. v souladu s platnou legislativou.



V. Ekonomické aspekty

Metoda dlouhodobého uchovani ID generuje pozitivni ekonomické efekty snizenim
nakladd spojenych s drienim potfebného mnoiZstvi samcl a mnoistvim inseminovanych
samic. V pfirozené plemenitbé se jeden kohout mUZe pafit se Sesti az deseti slepicemi. Pfi
vyuziti umélé inseminace se tento pomér muze zvysit az ¢tyfndsobné (Asmarawati et al. 2019).
Zaroven v duasledku kontroly kvality ejakuldtu nedochdzi k prenosu infekci a pouzivani
nevhodnych samcll. Do plemenitby jsou tak zafazovani vybrani jedinci samciho pohlavi, ktefi
zvysi kvalitu potomstva a umozni vytvoreni genovych rezerv v podobé hluboce zmrazenych ID.
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