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1 ÚVOD 

 

Inseminace skotu je první biotechnologickou metodou zavedenou do praxe, která je 

celosvětově využívaná ke zlepšení reprodukce a zvýšení genetického zisku ve šlechtění a 

chovech skotu (Gravance et al., 2009). U skotu se nejvíce využívají kryokonzervované 

inseminační dávky (Zhang et al., 2015), ačkoliv jsou známy negativní účinky 

kryokonzervace na membrány spermií a fyziologické funkce spermií (Tapia et al., 2012; 

Sieme et al., 2015). Jejich kvalita hraje významnou roli v úspěšnosti zabřezávání dojnic 

(Beran et al., 2013a) a je ovlivněna zejména jednotlivými fázemi procesu výroby 

inseminační dávky (ID) – od odběru ejakulátu až po jeho ředění a mrazení (Siddique et al., 

2006; Stádník et al., 2015a). Pozornost je třeba věnovat zejména složení použitého ředidla 

(Beran et al., 2012a; Špaleková et al., 2014; Šimoník et al., 2016, 2019) a výběru vhodné 

mrazící křivky (Kumar et al., 2003; Doležalová et al., 2015).    

Pokles plodnosti dojnic během posledních pěti desetiletí má několik důvodů: 

jednostrannou selekci zaměřenou na zvýšení produkce mléka (Flint, 2006; Hanuš et al., 

2010; Walsh et al., 2011), chyby v řízení stáda a výživy dojnic v tranzitním období (Vacek 

et al., 2007; LeBlanc, 2010) a nedostatečnou detekci říje (Ježková et al., 2008; Alkar et al., 

2011). Nízká reprodukční schopnost dojnic je patrná ve všech chovatelsky vyspělých 

zemích (Lucy, 2001; Roche et al., 2000; Royal et al., 2000; MacMillan et al., 1996). 

Podobný trend dokumentují i výsledky v České republice, kde bylo zabřezávání 

po 1. inseminaci v roce 2018 u krav na úrovni 41,0 % a u jalovic 60,9 % (Kvapilík et al., 

2019). Dochází k poklesu podílu inseminovaných krav při současném snižování 

zabřezávání. Vzhledem k ekonomickému významu plodnosti je potřebné hodnotit veškeré 

vlivy působící na plodnost a výsledky výzkumu využít při řízení stáda dojnic. Mezi 

významné vlivy, které negativně ovlivňují plodnost dojnic, patří negativní energetická 

bilance (NEB) v první fázi laktace (Rossi et al., 2008; Walsh et al., 2011). Úroveň 

metabolismu dojnic můžeme také sledovat pomocí obsahu pevných složek v mléce, 

zejména tuku a bílkovin a jejich poměru (Hanuš et al., 2011), obsahem acetonu (Clark 

et al., 2006), močoviny (Řehák et al., 2009) anebo kyseliny citronové (Kubešová et al., 

2009) v mléce. Rovněž můžeme využít složení cervikálního hlenu dojnic (Zaaijer et al., 
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1993; Tsiligiani et al., 2001a, 2001b; Rutllant et al., 2005; Beran et al., 2013a) a obsah 

mastných kyselin v mléce (Berry et al., 2006; Soyeurt et al., 2006; Bastin et al., 2011; 

Ducháček et al., 2015; Stádník et al., 2015b).  

Předkládaná habilitační práce proto shrnuje dosažené výsledky hodnocení vlivů 

působících na reprodukci skotu komplexně – z pohledu býků (vlivy na oplozovací 

schopnost ejakulátu), i dojnic (vlivy na reprodukční výkonnost dojnic). 
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2 LITERÁRNÍ PŘEHLED 

2.1 Činitelé ovlivňující oplozovací schopnost ejakulátu býků 

 

Kvalita ejakulátu je ovlivněna mnoha faktory: vnitřními, jako je např. plemeno, 

genotyp, individualita a věk plemeníka (Thara et Nair, 2007; Beran et al., 2012a; Härtlová 

et al., 2013; Stádník et al., 2014), a vnějšími, ke kterým patří zejména klimatické 

podmínky, podnebí, podmínky prostředí (Mathevon et al., 1998; Nichi et al., 2006; Karoui 

et al., 2011), četnost odběru ejakulátu (Kommisurd et Berg, 1996), technologie ustájení, 

management chovu (Stádník et al., 2014) a výživa plemeníků (Kelso et al., 1997; Louda 

et al., 2007).  

Odběr ejakulátu a jeho následné zpracování na ID představují další potenciální 

rizika. Nesmí dojít k chladovému šoku, musí se postupovat velmi rychle a současně šetrně 

a přesně, proto je snaha nalézt postup hodnocení spermatu, který by byl rychlý, citlivý 

ke spermiím a jednoduchý na provedení (Januskauskas et al., 2000). Konvenční postup 

hodnocení ejakulátu, prováděný před a po kryokonzervaci, zahrnuje stanovení množství a 

hustoty ejakulátu, koncentrace spermií a jejich pohyblivosti či morfologie (Bhoite et al., 

2008; Karoui et al., 2011). Tyto parametry většinou odhalí zřejmé případy snížené 

plodnosti nebo neplodnosti býků (Rodríguez-Martínez, 1998). Z biologického hlediska je 

potencionálně schopná oplodnit vajíčko pouze plně životaschopná spermie, proto většina 

doposud užívaných metod byla založena na sledování a hodnocení životaschopnosti 

spermií (Januskauskas et al., 2000), jako například: krátkodobý termodynamický test 

přežitelnosti spermií (TDT; Maurya et Tuli, 2003; Beran et al., 2012a), test na odolnost 

spermií vůči chladovému šoku (Stádník et al., 2015a), hypo-osmotický test (HOS test; 

Přinosilová et al., 2014) a zjištění podílu živých a mrtvých spermií barvením (Gillan et al., 

2008; Hoflack et al., 2006; Beran et al., 2012a).  

Po makroskopickém a mikroskopickém posouzení kvality ejakulátu následuje jeho 

ředění, plnění do pejet, zchlazení a zmrazení. Tyto čtyři poslední fáze výroby ID mají 

zásadní vliv na přežitelnost spermií v dávce, zejména se pak projevuje vliv složení 

použitého ředidla (Siddique et al., 2006). 
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2.1.1 Vliv býka 

 

Kvalita ejakulátu, reprodukční schopnost a plodnost jednotlivých býků je velmi 

rozdílná, vyplývá z individuálních vlastností plemeníka, které jsou dány jeho 

temperamentem. Pro plemenitbu jsou nejvhodnější býci silného vyrovnaného 

temperamentu (Hofírek et al., 2009) 

Vliv plemene na pohlavní aktivitu a plodnost je méně významný z důvodu nízké 

heritability znaků pro jednotlivé reprodukční funkce (Louda et al., 2007). Samci plemen 

mléčného skotu jsou obecně aktivnější než býci plemen masných. Na druhé straně jsou 

býci méně prošlechtěných plemen odolnější k vlivům vnějšího prostředí (Stádník et al., 

2014).  

Dále je pro vlastnosti ejakulátu důležitý věk plemenných býků. Obecně platí, 

že produkce a kvalita spermatu se s věkem zvyšuje, a to až do sedmi let věku (Brito et al., 

2002). K poklesu aktivity a množství ejakulátu dochází po 10. roku věku (Mathevon et al., 

1998).  

2.1.2 Vliv zpracování ejakulátu 

 

Z počátku bylo býčí sperma před použitím ředěno a konzervováno jen krátkodobě, 

po dobu maximálně 96 hod. (Verberckmoes et al., 2005). Byly prokázány negativní změny 

v buněčných membránách spermií v závislosti na délce uložení ID a na použitém ředidle 

(Tapia et al., 2012). K rozhodující kvalitativní změně ve využití inseminace došlo teprve 

po úspěšném vývoji metod kryokonzervace a dlouhodobého uchovávání ID býků v tekutém 

dusíku (-196 °C) a jejím zavedením do široké praxe. Soustavné zvyšování intenzity 

zapouštění a výsledků březosti jak u krav, tak zejména u jalovic, vedlo k trvalému vzestupu 

počtu narozených telat a k celkovému zintenzivnění reprodukce skotu. Inseminace v tomto 

směru sehrála nezastupitelnou roli při stupňování produkce a ekonomiky chovu skotu 

(Louda et al., 2008).  

Inseminace otevřela cestu k realizaci zásadních změn šlechtitelských postupů a 

iniciovala rozvoj dalších biotechnologických metod, jako například systémy řízení říjového 
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cyklu (Stádník et al., 2008; Nowicki et al., 2017), nové postupy mrazení ejakulátu (Arav et 

al., 2002a), sexaci spermií (DeJarnette, 2010), odběr, mrazení, kultivaci a přenos embryí 

(Říha et al., 1998; Machatý et al., 2012) nebo klonování (Liu et al., 2010).  

Životaschopnost a oplozovací schopnost spermií v ID býků ovlivňuje zejména 

složení ředidla (Siddique et al., 2006), včetně interakcí mezi kryoprotektivy, délkou 

ekvilibrace a rychlosti mrazení a rozmrazení (Cotter et al., 2005; Clulow et al., 2008; 

Beran et al., 2014).   

 

2.1.2.1 Složení ředidel 

 

Jednu skupinu ředidel spermatu býků tvoří ředidla žloutková, jejichž základní 

komponentou je od roku 1939 vaječný žloutek. Jejich použití je doporučováno, protože 

výborně chrání spermatické buňky (Celeghini et al., 2008; Beran et al., 2012a). 

Doporučená koncentrace vaječného žloutku v ředidlech je do 20 % (Sansone et al., 2000), 

ve větších koncentracích se pak stává pro spermie toxickým (Vishvanath et Shannon, 

2000).  

Od používání vaječného žloutku jako kryoprotektiva se v poslední době upouští, 

protože představuje velké hygienické riziko (Thun et al., 2002), má nekonzistentní složení 

(Amirat et al., 2004) a žloutková granula ztěžují hodnocení aktivity spermií (Ansari et al., 

2010). Kromě toho, některé studie prokázaly, že ředidla na bázi vaječného žloutku mohou 

mít i negativní vliv na respiraci a pohyblivost spermií (např. Amirat et al., 2005). Proto 

byla snaha nahradit vaječný žloutek v ředidle pouze komponentou zodpovědnou za jeho 

kryoprotektivní účinnost.  

V roce 1974 bylo objeveno, že kryoprotektivní účinky má frakce vaječného žloutku 

známá jako LDL cholesterol, zkráceně LDL (low-density lipoprotein = lipoprotein s nízkou 

hustotou; Pace et Graham, 1974). V mnoha studiích bylo prokázáno, že náhrada vaječného 

žloutku LDL frakcí má příznivý vliv na kvalitativní ukazatele ejakulátu (Moussa et al., 

2002; Vera-Munoz et al., 2009; Amirat-Briand et al., 2010; Hu et al., 2010, 2011). 
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Nicméně postup přípravy LDL je velmi časově náročný a množství vyextrahovaného LDL 

malé, což brání komerčnímu využití těchto ředidel (Moussa et al., 2002). 

Druhou skupinu pak tvoří ředidla bezžloutková, která neobsahují přísady 

živočišného původu. Nejvíce využívanou náhradou za vaječný žloutek v ředidlech 

spermatu býků je v současné době sójový lecitin, fosfolipid získaný ze sójových bobů 

(Layek et al., 2016). Neexistuje ovšem jasná shoda o jeho kryoprotektivní účinnosti a 

vhodnosti v porovnání s vaječným žloutkem (Gil et al., 2000; van Wagtendonk-de Leeuw 

et al., 2000; Thun et al., 2002; Aires et al., 2003; Crespilho et al., 2012; Murphy et al., 

2017). Proto jsme se této problematice věnovali také ve vlastním výzkumu.  

Další alternativou k vaječnému žloutku jsou například laboratorně připravené 

liposomy v komerčně dostupném ředidle Optixcell® (Murphy et al., 2017) nebo iodoxanol 

obsažený v ředidle Optiprep® (Saragusty et al., 2009a).  

2.1.2.2 Délka ekvilibrace 

 

Další úpravou technologického procesu je délka ekvilibrace a rychlost zchlazení ID. 

Během ekvilibrace je ejakulát zchlazen na teplotu 4 až 5 °C. Toto zchlazení spermatu musí 

být provedeno za optimálních podmínek, protože savčí spermie jsou citlivé na rychlé 

zchlazení (Watson, 2000). Původně se mělo za to, že toto stadium je důležité pouze pro 

dostatečnou penetraci glycerolu do buněk. Glycerol ovšem proniká do buněk velmi rychle, 

tudíž dostatečně dlouhé ekvilibrační období je nutné spíše pro adaptaci membrán spermií 

na nízké teploty během mrazení (Vishwanath et Shannon, 2000).  

Běžná délka ekvilibrace při výrobě ID býků se pohybuje v rozmezí 3 až 4 hod., 

takže se semeno mrazí ještě v den odběru (Muiño et al., 2007). Nicméně tito autoři 

prokázali, že prodloužením ekvilibrace na 18 hod. (mrazení druhý den po odběru ráno) se 

zvýší oplozovací schopnost spermií. Dospěli k závěru, že takto prodloužená doba 

ekvilibrace je výhodná pro inseminační stanice, kde se odebírá najednou větší množství 

býků. Je proto praktičtější mrazit až druhý den ráno.  

Porovnáním různých délek ekvilibračního období se zabývali také Leite et al. 

(2010), kteří vyhodnotili nejvyšší přežitelnost u spermií ekvilibrovaných 4 hodiny. 
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2.1.2.3 Mrazení 

 

Během zmrazování spermatu dochází ke složitým procesům přeměny skupenství 

vody a koncentrace roztoků v buňce i mimo ni a tím i k zatížení buněčné membrány, 

ke ztrátě její permeability (Kuisma et al., 2006), k poškození cytoskeletu, jadérka 

a pohybového aparátu spermie (Thun et al., 2002). Může dojít také k poškození 

mitochondrií, integrity akrozomu a plasmatické membrány (Januskauskas et al., 2003; 

Meyers, 2005). Bylo prokázáno, že během kryokonzervace dojde k usmrcení až 50 % 

spermií (Gravance et al., 1998; Celeghini et al., 2008). 

Při pomalém zchlazování nastávají tzv. „solution effects“, naopak velmi rychlé 

zchlazování spermií vede k tvorbě nitrobuněčného ledu – krystalů. Obecně je voda 

obsažená v ředidle i ve spermiích, měnící se při mrazení v led, považována za letální – 

faktor (Curry, 2000). „Solution effect“ začíná v průběhu mrazení spermatu, při kterém 

dochází k vytlačování vody ze spermie, ve které se zvyšuje koncentrace solí a postupně 

dochází k její dehydrataci. Pokud je průběh mrazení příliš rychlý, voda nestačí spermii 

opustit a vytvoří v buňkách ledové krystaly. Schopnost buněčné membrány propouštět 

vodu je velmi důležitá. Rychlost mrazení -10 0C až -20 0C za minutu z 0 0C na -50 0C se 

jeví jako optimální (Louda et al., 2008).   

K plnění, mrazení a uchovávání semene se standardně využívají pejety o objemu 

0,25 nebo 0,5 cm3. Nicméně kryokonzervace většího množství pejet je velmi zdlouhavá, 

finančně náročná, vyžaduje velké skladovací kapacity a značné množství tekutého dusíku. 

Alternativním postupem, který by snížil výše zmíněné náklady, může být mrazení 

veškerého ejakulátu v jedné tubě (12 cm3). Pokud býk bude zlepšovatelem a bude-li mezi 

chovateli zájem o jeho ID, tuby se rozmrazí a semeno znovu zamrazí v obvyklých pejetách 

(Arav et al., 2002b). Mrazení velkého objemu semene je možné prostřednictvím 

usměrněné technologie mrazení, která využívá multi-teplotního gradientu (MTG®; IMT 

Ltd., Ness Ziona, Izrael). Semeno v tubě projde konstantní rychlostí skrz lineární teplotní 

gradient, takže rychlost zmrazování a tvorbu ledových krystalů lze během celého procesu 

dobře kontrolovat (Saragusty et al., 2009b). Naproti tomu, během mrazení konvenční 
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metodou (v párách tekutého dusíku) ledové krystaly nekontrolovaně rostou a mohou zničit 

buňky ve vzorku semene (Watson, 2000). Metody řízeného postupu mrazení mají 

signifikantně lepší výsledky než metody konvenční (Saragusty et al., 2007).  

Lze také předpokládat, že průběh mrazící křivky různým způsobem ovlivní motilitu 

spermií po rozmrazení inseminační dávky jednotlivých býků (Stádník et al., 2015c).    

 

2.2 Činitelé ovlivňující plodnost dojnic 

 

Reprodukční schopnost a zabřezávání dojnic jsou ovlivněny mnoha faktory, mezi 

které patří zejména genetika, pořadí laktace, NEB a kombinace různých faktorů 

fyziologických a vnějšího prostředí (Ducháček et al., 2015). Dle studie Rossi et al. (2008) 

je délka NEB hlavním nutričním faktorem ovlivňujícím pokles reprodukčních funkcí u 

vysokoprodukčních dojnic. Negativní vliv NEB na reprodukční funkce dokumentují četné 

literární prameny, zejména u holštýnského skotu (např. Wathes et al., 2007; Tamadon et 

al., 2011; Esposito et al., 2014). 

Využití energetických rezerv se odráží v obsahu tuku v mléce (Bauman et al., 

2006), resp. v obsahu a složení mastných kyselin (Ducháček et al., 2014). Mastné kyseliny 

(MK) jsou pak prekurzory hormonů důležitých pro řízení metabolických a reprodukčních 

funkcí (Gulliver et al., 2012), zejména prostaglandinů (Petit et al., 2001). Byly nalezeny 

také korelační závislosti mezi obsahem MK v mléce a délkou mezidobí (Bastin et al., 

2011, 2012). Proto jsme se v našem dalším výzkumu zaměřili na prozkoumání závislostí 

mezi obsahem a složením MK v mléce a reprodukčními ukazateli jak u holštýnského 

(publikace 7, Ducháček et al., 2015), tak u českého strakatého plemene (publikace 8, 

Stádník et al., 2015b). 

Dále můžeme NEB hodnotit pomocí sledování aktuální tělesné kondice (BCS = 

body condition score) dojnic (Aktas et al., 2011) a jejich změn (Ducháček et al., 2012) 

nebo např. sledováním hladiny metabolitů (např. močoviny, acetonu, kyseliny citronové) 

v mléce nebo cervikálním hlenu dojnic (publikace 6, Beran et al., 2013a).  
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2.2.1 Tělesná kondice  

 

Hodnocení BCS je jednoduchá metoda vhodná ke kontrole energetických zásob 

nejen jednotlivých dojnic, ale i celého stáda. Je založena na subjektivním hodnocení 

metabolizovatelných energetických zásob v tukové tkáni (Aktas et al., 2011). Hodnocení 

BCS bylo přijato jako nejpraktičtější metoda pro hodnocení změn v energetických 

zásobách u mnoha druhů hospodářských zvířat, včetně dojeného skotu (Bewley et Schutz, 

2008).  

Použití 5 bodové stupnice s odchylkou 0,25 bodu je vhodným nástrojem k detekci 

problémů ve výživě dojnic (Roche et al., 2009). U krav s extrémními hodnotami BCS 

(<1,5 a >4) dochází podle Pryce et al. (2000) ke zhoršování reprodukčních ukazatelů. 

Podle těchto autorů jsou ale mnohem důležitější změny BCS v průběhu laktace než jeho 

aktuální stav. Maršálek et al. (2008) zjistili pokles kondice během prvních šesti měsíců 

laktace z 3,59 na 2,43 bodu a úroveň méně než 2,5 bodu při zabřeznutí. Dále zjistili, 

že k nejvýznamnějšímu poklesu kondice dochází do třetího měsíce po otelení. 

2.2.2 Obsah močoviny 

 

Stanovení hladiny močoviny v tělních tekutinách je velmi vhodným metabolickým 

parametrem, neboť se jedná o ukazatel využití jak sacharidů, tak dusíkatých látek, které se 

na ovlivnění reprodukce z pohledu výživy značně podílí (Kubešová et al., 2009). Močovina 

je tvořena poměrně malou molekulou, která je schopna procházet buněčnými membránami 

do ostatních orgánů. Výsledkem této difuse je její distribuce v organismu a možné zatížení 

jednotlivých orgánů, včetně reprodukčních (Hanuš et al., 2004). 

Koncentrace močoviny v mléce je ve velmi úzké korelaci s koncentrací močoviny 

v krvi, proto jsou fyziologické hodnoty v obou těchto biologických tekutinách shodné 

a pohybují se v rozmezí 2,5–5 mmol/l (145,2 až 290,4 mg/l) (Hofírek et al., 2004). Nízká 

úroveň močoviny v mléce indikuje buď nedostatek proteinu v krmné dávce, nebo jeho 

nedostatečné využití (Guo et al., 2004). Zvýšené koncentrace močoviny v krvi a v mléce 

mají vliv na snížení reprodukčních schopností a zdravotního stavu laktujících krav 

(Chaveiro et al., 2011; Miglior et al., 2006). Jankowska et al. (2010) udávají optimální 
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koncentraci močoviny v mléce, umožňující úspěšné zabřeznutí krávy, v rozmezí 150–

300 mg/l.  

Výkyvy koncentrace močoviny v plazmě nebo mléce korelují s poklesem fertility 

u krav. Vysoká úroveň močoviny v plazmě je zároveň spojena s vytvořením 

suboptimálních podmínek pro proces oplození a vývoj embrya (Hanuš et al., 2004).  

2.2.3 Obsah acetonu 

 

Obsah mléčného acetonu může být vhodným nástrojem k monitorování NEB 

u dojnic, zejména během kritického období na počátku laktace (Hanuš et al., 1999). 

Koncentrace acetonu v mléce souvisí s výskytem subklinických a klinických ketóz, 

mléčnou užitkovostí a reprodukční výkonností krav (Gustafsson et Emanuelson, 1996).   

Podle Hofírka et al. (2004) by koncentrace acetonu v mléce neměla překročit 0,4–

1,0 mmol/l (23,2–58,08 mg/l) a za výrazné zvýšení je považován vzestup nad 2 mmol/l 

(116,16 mg/l). Podle Hanuše et al. (1999) lze při vyšších hladinách acetonu v mléce 

pozorovat horšící se reprodukci dojnic.  

Podle Gustafssona et Emanuelsona (1996) klesá denní dojivost u dojnic s obsahem 

acetonu v rozmezí 0,7 až 1,4 mmol/l, u krav s obsahem acetonu >1,4 mmol/l se denní 

dojivost průkazně snižuje. Zároveň byla u těchto krav narušena reprodukční výkonnost. 

Dojnice s koncentrací acetonu v mléce >1,4 mmol/l měly o 4,9 dní delší inseminační 

interval a 5 až 7 krát větší riziko výskytu ovariálních cyst v porovnání s dojnicemi, které 

měly obsah acetonu <0,7. Jejich výsledky naznačují, že koncentrace 1,4 mmol/l acetonu 

v mléce může být použita jako kritická hodnota – vyšší koncentrace snižují mléčnou 

produkci.   

2.2.4 Kvalita cervikálního hlenu 

 

V době říje je vlivem estrogenů sekrečním epitelem děložního krčku produkováno 

zvýšené množství hlenu. Spermie úspěšně překonají tuto bariéru jen při vhodných 

podmínkách (Tsiligianni et al., 2001a). Během říjového cyklu se mění jeho fyzikální 
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vlastnosti. Na počátku říje je hlen čirý, vodnatý a volně odtéká. Uprostřed říje se zahušťuje, 

stává se vazkým, bez výraznějšího zákalu a vytváří provazec visící ven z pochvy. Ke konci 

říje hlenu podstatně ubývá a po jejím vyvrcholení se v něm někdy objevuje krev 

(Hegedüšová et al., 2010).  

Cervikální hlen (CH), jakož i některé další tělní tekutiny (např. sliny), vytvářejí 

specifické krystalické formy, které lze pozorovat od třetího až čtvrtého dne před nástupem 

říje, intenzivněji pak v době říje a zanikají v době působení progesteronu (Ahmadi et al., 

2005). Posouzením krystalizace CH je možno usuzovat zejména na přítomnost estrogenů 

v krevní plazmě (Guida et al., 1999), fázi říjového cyklu (Hegedüšová et al., 2010), výskyt 

funkčních folikulárních cyst na vaječnících (Hafez et Hafez, 2000) a úroveň výživy, 

případně poruchu metabolismu vápníku či draslíku (Ježková et al., 2008). 

Obsah acetonu a močoviny v tělních tekutinách (mléce, krevním séru a CH) 

sledovali např. Hegedüšová et al. (2009). Dospěli k závěru, že toxické metabolity (aceton, 

močovina) se hromadí převážně v pohlavních orgánech krav. Vyslovili hypotézu, že tyto 

toxické komponenty mají vliv na skutečnou oplozovací schopnost spermií a úroveň 

reprodukce u vysokoprodukčních a metabolicky stresovaných zvířat.  

Dále byly sledovány vztahy mezi ultrastrukturou CH a pohyblivostí spermií, např. 

v pracích Matoušek et al. (1989), Rutllant et al. (2005), Taş et al. (2007). Dle těchto autorů 

je rychlost průniku spermií a jejich pohyblivost typem krystalizace a složení CH ovlivněna.  

  



17 

 

3 VĚDECKÉ HYPOTÉZY 

 

Na základě detailního studia výše citované literatury byly definovány následující 

vědecké hypotézy, které odpovídají jednotlivým publikacím zahrnutým do předkládané 

habilitační práce. 

 

3.1 Vybrané faktory ovlivňující oplozovací schopnost ejakulátu 

býků před a po kryokonzervaci 

 

1) Individualita býka a postup zpracování ejakulátu po odběru (před mrazením) ovlivní 

kvalitu inseminačních dávek po rozmrazení.  

2) Úspěšnost kryokonzervace spermatu býků je ovlivněna rychlostí zmrazení (použitou 

mrazící křivkou).  

3) Hlavní komponentou vaječného žloutku zodpovědnou za jeho kryoprotektivní účinnost 

je LDL cholesterol. Modifikace receptury vybraných ředidel pomocí adice LDL bude 

mít pozitivní vliv na rezistenci býčích spermií vůči chladovému šoku.  

 4 a 5)  Ředidla na bázi sójového lecitinu jsou alternativou k ředidlům obsahujícím vaječný 

žloutek, který představuje mikrobiální riziko. Je ovšem diskutována kryoprotektivní 

účinnost těchto ředidel a otázkou zůstává, zda může být zvýšena přídavkem LDL 

cholesterolu. 
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3.2 Vybrané faktory ovlivňující reprodukční výkonnost dojnic 

 

6) Předpokládáme, že úroveň energetického metabolismu dojnice významně ovlivňuje 

kvalitu cervikálního hlenu. Kvalita cervikálního hlenu je dána zejména stádiem říje a 

obsahem močoviny, resp. acetonu. Dále předpokládáme, že kvalita cervikálního hlenu 

dojnice, jako ukazatel jejího metabolického stavu, následně ovlivní přežitelnost 

spermií býků.  

7) Intenzita energetického metabolismu dojnic se mění zejména na počátku laktace. 

Jedním z indikátorů tohoto metabolického stavu je pak obsah mastných kyselin 

v mléce. Předpokládáme, že existují vztahy mezi obsahem mastných kyselin v mléce a 

reprodukční výkonností holštýnských dojnic.  

8) Předpokládáme, že zvýšení dojivosti po otelení vede ke změně složení mastných 

kyselin v mléce a je doprovázeno snížením reprodukční schopnosti dojnic českého 

strakatého skotu.   
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4 CÍLE PRÁCE 

 

Ze stanovených hypotéz vyplývají následující cíle jednotlivých publikací. 

 

4.1 Vybrané faktory ovlivňující oplozovací schopnost ejakulátu 

býků před a po kryokonzervaci 

 

1) Determinovat, resp. vyhodnotit vliv býka a použitého ředidla spermatu býků 

na motilitu spermií před mrazením, po rozmrazení a během termodynamického testu 

přežitelnosti spermií. 

2) Určit vliv vybraných mrazících křivek na přežitelnost spermií po rozmrazení 

inseminačních dávek. 

3) Vyhodnotit vybrané efekty (býka, ředidla a přídavku LDL do ředidel) na odolnost 

býčích spermií vůči chladovému šoku. 

4) Určit vliv přídavku LDL do ředidel na bázi sójového lecitinu na jejich kryoprotektivní 

účinky. 

5) Dalšími analýzami a metodami ověřit hypotézu, že přídavek LDL do ředidel na bázi 

sójového lecitinu zlepší jejich kryoprotektivní účinnost. 
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4.2 Vybrané faktory ovlivňující reprodukční výkonnost dojnic 

 

6) Vyhodnotit vztahy mezi obsahem močoviny a acetonu v cervikálním hlenu, typem 

krystalizace cervikálního hlenu a přežitelností spermií býků se známou plodností. 

7) Definovat vztahy mezi obsahem mastných kyselin v mléce holštýnských dojnic 

(v prvních 120 dnech laktace) a jejich následnou reprodukční výkonností. 

8) Vyhodnotit interakce mezi obsahem mastných kyselin v mléce dojnic plemene český 

strakatý skot (v prvních 5 týdnech laktace) a jejich následnou reprodukční výkonností. 
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5 PUBLIKOVANÉ PRÁCE 

5.1 Vybrané faktory ovlivňující oplozovací schopnost ejakulátu 

býků před a po kryokonzervaci 

5.1.1   Vliv býka a použitého ředidla 

 

Zavedením kryokonzervace spermatu býků se od základů změnily postupy šlechtění 

skotu a inseminace se stala celosvětově rozšířeným nástrojem intenzifikace reprodukčního 

procesu ve stádech skotu (Gravance et al., 2009). Jednou z klíčových fází výroby ID 

je ředění semene (Siddique et al., 2006). Základní komponentou ředidel spermatu býků je 

vaječný žloutek (Amirat et al., 2004), nicméně od jeho používání se upouští, jelikož 

představuje zejména hygienické riziko (Bousseau et al., 1998). Na trhu je již dostupná řada 

bezžloutkových ředidel, jako např. AndroMed® a Bioxcell®. Cílem práce bylo posoudit 

vliv složení použitého ředidla na mrazitelnost a následnou přežitelnost spermií 

v inseminační dávce. 

Od vybrané skupiny čtyř býků stejného věku, plemene a shodné frekvence odběru, 

chovaných na jedné inseminační stanici, bylo získáno celkem 80 vzorků ejakulátu 

standardní metodou – odběrem do umělé vagíny. Každý ze vzorků byl rozdělen na čtyři 

rovnoměrné díly a naředěn jiným ředidlem. V pokusu byla porovnávána běžně dostupná 

komerční ředidla: dvě bezžloutková (AndroMed® a Bioxcell®, obě na bázi sójového 

lecitinu) a dvě žloutková (Triladyl®, obsahující čerstvý vaječný žloutek a Optidyl®, 

obsahující ionizovaný vaječný žloutek). Motilita spermií byla hodnocena před ředěním, 

po naředění a po rozmrazení ID během TDT přežitelnosti spermií. Současně bylo 

provedeno také supra vitální barvení eozin–nigrozinem. 

Výsledky prokázaly průkazné rozdíly (P<0,05–0,01) mezi jednotlivými býky 

v motilitě spermií, stejně tak v podílu živých/mrtvých spermií barvením po odběru, 

po rozmrazení, i v poklesu motility spermií během TDT.  
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Vliv použitého ředidla byl statisticky významný (P<0,01), lepších výsledků 

v přežitelnosti spermií bylo dosaženo u žloutkových ředidel Optidyl® a Triladyl® 

(P<0,05–0,01).  

 

Publikace 1: 

Beran, J., Stádník, L., Bezdíček, J., Louda, F., Čítek, J., Ducháček, J. 2012a. Effect 

of sire and extender on sperm motility and share of live or dead sperm in bulls‘ fresh 

ejaculate and AI doses after thawing. Archiv Tierzucht. 55. 207–218. 

https://doi.org/10.5194/aab-55-207-2012. 
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5.1.2 Vliv použité mrazící křivky 

 

Efektivita kryokonzervace se neustále zvyšuje (Layek et al., 2016), přesto v jejím 

průběhu dochází k poškození až 50 % buněk. Úspěšnost kryokonzervace je závislá také 

na rychlosti zmrazení a rozmrazení (Clulow et al., 2008). Cílem práce bylo porovnat různé 

mrazící křivky a definovat jejich vliv na přežitelnost spermií. 

 Od vybrané skupiny 9 býků stejného věku, plemene a shodné frekvence odběru, 

chovaných na jedné inseminační stanici, byly získány vzorky ejakulátu. Každý ze vzorků 

byl naředěn stejným ředidlem, naplněn do pejet a ekvilibrován 120 min. Pejety byly 

následně rovnoměrně rozděleny do čtyřech skupin, z nichž každá byla zmrazena jiným 

typem mrazící křivky.  

Jako první byla použita standardní, komerčně doporučená třífázová křivka, určená 

pro zmrazování býčího spermatu (Muiño et al., 2007). Druhá byla dvoufázová mrazící 

křivka podle metodiky Januskauskas et al. (1999) a Gil et al. (2000). Dále bylo použito 

pomalejší třífázové (Stradaioli et al., 2007) a rychlejší třífázové (Saragusty et al., 2007) 

mrazící křivky. Takto vyrobené ID byly následně přesunuty a uloženy do kontejneru 

s tekutým dusíkem a uchovávány při teplotě -196 °C. Úspěšnost kryokonzervace byla 

ověřena za využití hodnocení motility spermií ihned po rozmrazení a následně v časech 30, 

60, 90 a 120 min. TDT přežitelnosti spermií. 

      Nejvyšší hodnoty průměrné motility spermií (+2,97 % do +10,37 %; P<0,05–

0,01) po rozmrazení a v průběhu TDT byly detekovány u standardně používané dvoufázové 

mrazící křivky. Nejvyšší hodnoty motility spermií byly za použití této mrazící křivky 

detekovány u osmi býků z devíti. Rozdíly mezi jednotlivými býky byly statisticky průkazné 

(P<0,01).  

 

Publikace 2: 

Doležalová, M., Stádník, L., Biniová, Z., Ducháček, J., Beran, J. 2015. The effect 

of the freezing curve type on bull spermatozoa motility after thawing. Acta Veterinaria 

Brno. 84. 383–391. https://doi.org/10.2754/avb201584040383. 
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5.1.3 Vliv přídavku LDL cholesterolu do ředidel spermatu býků 

před kryokonzervací 

 

K negativní zátěži buněk spermií dochází již v průběhu procesu zchlazování a 

ekvilibrace (Barbas et Mascarenhas, 2009). Mění se zejména lipidová struktura 

plazmatické membrány, což vede k jejím nevratným změnám (Salmon et al., 2016). 

Ve stabilitě plazmatické membrány hraje klíčovou roli cholesterol (Moce et al., 2010), 

zejména jeho LDL frakce. Mechanismus účinku nebyl ještě kompletně popsán, nicméně 

pozitivní efekt LDL uvádí např. studie Bergeron et Manjunath (2006). Cílem práce bylo 

ověřit hypotézu, že přídavek LDL cholesterolu do ředidel spermatu býků bude mít 

pozitivní dopad na rezistenci spermií vůči chladovému šoku. 

Byl porovnáván 4–8 % přídavek LDL do ředidel AndroMed® a Bioxcell® a 6–

10 % přídavek LDL do ředidla Triladyl®. Vliv LDL byl hodnocen na základě rezistence 

spermií vůči chladovému šoku v průběhu TDT supra vitálním barvením pomocí eozin–

nigrozinu.  

Větší přežitelnost spermií byla detekována u variant naředěných AndroMedem® a 

Bioxcellem®. U variant obohacených o LDL cholesterol byl detekován nižší pokles podílu 

živých spermií (P<0,05). Bylo tedy prokázáno, že LDL cholesterol vykazuje pozitivní vliv 

již před kryokonzervací býčích spermií.       

 

Publikace 3: 

Stádník, L., Rajmon, R., Beran, J., Šimoník, O., Doležalová, M., Šichtař, J., 

Stupka, R., Folková, P. 2015a. Influence of selected factors on bovine spermatozoa cold 

shock resistance. Acta Veterinaria Brno. 84. 125–131. 

https://doi.org/10.2754/avb201584020125. 
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5.1.4 Vliv přídavku LDL cholesterolu do ředidel spermatu býků 

po kryokonzervaci 

 

Výsledky předchozí studie (publikace 3; Stádník et al., 2015a) vedly k pokračování 

výzkumu s cílem ověřit vliv přídavku LDL cholesterolu do ředidel na funkční parametry 

spermií býků také po zmrazení a následném rozmrazení ID. Výzkum byl zaměřen 

na bezžloutková ředidla na bázi sójového lecitinu, u kterých nebyla prozatím jednoznačně 

prokázána srovnatelná kryoprotektivní účinnost v porovnání s ředidly žloutkovými 

(Crespilho et al., 2012; Murphy et al., 2017). Jelikož vaječný žloutek ve své struktuře již 

cholesterol nese, existuje předpoklad, že LDL by mohl přispět ke zvýšení 

kryoprotektivních vlastností bezžloutkových ředidel. 

V prvotní studii (publikace 4; Šimoník et al., 2016) byla testována širší škála 

ředidel a koncentrací LDL. Vliv LDL na funkční parametry spermií po kryokonzervaci byl 

hodnocen na základě průměrných hodnot kinematických parametrů motility a viability 

spermií. Výsledky prokázaly pozitivní efekt 6 % přídavku LDL do ředidla Bioxcell® 

(P<0,05), u AndroMedu® byly výsledky nekonzistentní. 

V navazující studii (publikace 5; Šimoník et al., 2019) byl zkoumán již jen 6 % 

přídavek LDL cholesterolu. Kromě motility a viability spermií byla hodnocena také 

integrita plazmatické membrány, akrozomu a mitochondrií po kryokonzervaci za použití 

metody CASA, průtokové cytometrie a fluorescenční mikroskopie. K vyhodnocení 

výsledků byla použita také clusterová analýza, která umožňuje hodnocení jednotlivých 

subpopulací spermií ve vzorku (Holt et al., 2007). Pozitivní vliv LDL na distribuci 

jednotlivých subpopulací spermií byl zřetelný u obou vybraných ředidel (P<0,05). Podobně 

jako u motility se projevil pozitivní vliv LDL i na integritu akrozomu spermií (P<0,05), 

průkazný se ukázal v případě přídavku LDL do ředidla Bioxcell®. Zajímavé je, že při 

hodnocení funkčního stavu mitochondrií se efekt LDL projevil jako významný (P<0,05), 

naopak u ředidla AndroMed® nebylo procento živých spermií po rozmrazení s intaktní 

plazmatickou membránou překvapivě přítomností LDL podpořeno. Lze předpokládat, 

že rozdíly ve vlivu LDL mohou souviset s odlišným složením samotných ředidel, 

především co se týče procentuálního zastoupení jednotlivých komponent.     
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Publikace 4: 

Šimoník, O., Rajmon, R., Stádník, L., Šichtař, J., Beran, J., Ducháček, J., Hodek, 

P., Trefil, P. 2016. Effect of low-density lipoprotein addition to soybean lecithin-based 

extenders on bull spermatozoa following freezing-thawing – preliminary results. Czech 

Journal of Animal Science. 61. 560–567. https://doi.org/10.17221/27/2016-CJAS.  

 

 

Publikace 5: 

Šimoník, O., Šichtař, J., Beran, J., Maňásková-Postlerová, P., Tůmová, L., 

Doležalová, M., Folková, P., Stádník, L., Rajmon, R. 2019. Low Density Lipoprotein – 

important player in increasing cryoprotective efficiency of soybean lecithin-based bull 

semen extenders. Animal Reproduction. 16. 267–276. https://doi.org/10.21451/1984-3143-

AR2018-0107. 
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5.2 Vybrané faktory ovlivňující reprodukční výkonnost dojnic  

5.2.1 Vliv kvality cervikálního hlenu 

 

Jednou z příčin snížené reprodukční výkonnosti dojnic jsou chyby v detekci říje 

(Palmer et al., 2010). Předejít těmto chybám je možné použitím některé z metod 

synchronizace říje (Amer, 2008), např. Ovsynch® protokolu (Alkar et al., 2011). Reakce 

organismu dojnice na hormonální ošetření je ovšem ovlivněna intenzitou jejího 

metabolismu, kterou je možné sledovat například vyšetřením cervikálního hlenu (Zaaijer et 

al., 1993). Cílem příspěvku bylo vyhodnotit vztahy mezi kvalitou cervikálního hlenu a 

schopností krav zabřeznout.  

Od 192 holštýnských dojnic zapojených do Ovsynch® protokolu byly získány 

vzorky CH, u kterých byl hodnocen obsah močoviny a acetonu (indikátor metabolického 

stavu dojnice), typ krystalizace (indikátor správného načasování inseminace) a test 

přežitelnosti spermií ve vzorku CH (indikátor schopnosti dojnice zabřeznout.  

Výsledky prokázaly individuální rozdíly v reakci jednotlivých plemenic 

na Ovsynch® protokol (55 % plemenic bylo inseminováno v nevhodnou dobu 

pro inseminaci). Se zvyšujícím se obsahem acetonu a močoviny ve vzorku CH se zvyšoval 

podíl krav inseminovaných v nevhodnou dobu. Vyšší koncentrace močoviny (>260 mg/l) a 

acetonu (>5 mg/l) negativně ovlivnily přežitelnost spermií v CH (P<0,05–0,01).  

Z výsledků je patrné, že přesnost načasování inseminace je ovlivněna intenzitou 

metabolismu dojnic a kvalita cervikálního hlenu ovlivní následnou přežitelnost spermií 

v něm. 

   

Publikace 6: 

Beran, J., Stádník, L., Ducháček, J., Okrouhlá, M., Doležalová, J., Kadlecová, V., 

Ptáček, M. 2013a. Relationships among the cervical mucus urea and acetone, accuracy of 

insemination timing, and sperm survival in Holstein cows. Animal Reproduction Science. 

142. 28–34. https://doi.org/10.1016/j.anireprosci.2013.09.005.  
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5.2.2 Vliv obsahu mastných kyselin v mléce 

 

Intenzita metabolismu dojnic se mění zejména v první fázi laktace (Ducháček et al., 

2012), dochází ke ztrátám energie a k rozvoji NEB (Walsh et al., 2011). Zvyšující se 

dojivost dojnic po otelení také vede ke změnám obsahu MK v mléce a zhoršení 

reprodukční výkonnosti dojnic (Reist et al., 2000). Další výzkum byl proto zaměřen 

na vyhodnocení vztahů mezi obsahem mastných kyselin v mléce na počátku laktace a 

ukazateli reprodukce dojnic holštýnského (publikace 7, Ducháček et al., 2015) a českého 

strakatého skotu (publikace 8, Stádník et al., 2015). 

U obou sledovaných plemen byly prokázány závislosti mezi obsahem nasycených 

MK (SFA = saturated fatty acids), resp. mono-nenasycených MK (MUFA = 

monounsaturated fatty acids) v mléce v první fázi laktace a ukazateli reprodukce. Průkazné 

(P<0,05–0,01) zvýšení inseminačního indexu (+0,15 až +0,29 ID) a servis periody (+8,16 

až +15,44 dní) bylo detekováno u českých strakatých krav s nejnižším obsahem SFA. 

Naproti tomu, u krav s nejvyšším obsahem MUFA byly nalezeny průkazně (P<0,05–0,01) 

vyšší hodnoty inseminačního indexu (+0,13 až +0,30), i servis periody (+7,26 až +15,35). 

Podobné trendy byly detekovány i u holštýnských plemenic.  

Obsah mastných kyselin v mléce je možné využít jako pre-selekční kritérium pro 

vyhledání krav s potenciálními reprodukčními problémy. 

  Publikace 7: 

Ducháček, J., Beran, J., Ptáček, M., Stádník, L., Okrouhlá, M., Toušová, R., 

Doležalová, J. 2015. Relationships of fatty acid group contents in milk and reproductive 

performance in Holstein cows. Turkish Journal of Veterinary & Animal Science. 39. 357–

363. https://doi.org/10.3906/vet-1411-43. 

Publikace 8: 

Stádník, L., Ducháček, J., Beran, J., Toušová, R., Ptáček, M. 2015b. Relationships 

among milk fatty acid composition in early lactation and subsequent reproductive 

performance in Czech Fleckvieh cows. Animal Reproduction Science. 155. 75–79. 

https://doi.org/10.1016/j.anireprosci.2015.02.002. 



29 

 

6 SOUHRNNÁ DISKUZE 

6.1 Vybrané faktory ovlivňující oplozovací schopnost ejakulátu 

býků před a po kryokonzervaci 

6.1.1 Vliv býka a použitého ředidla 

 

Výsledky prokázaly průkazné rozdíly (P<0,05–0,01) mezi jednotlivými býky 

v motilitě spermií, stejně tak v podílu živých/mrtvých spermií barvením po odběru, 

po rozmrazení, i v poklesu motility spermií během TDT. Výsledky jsou v souladu s prací 

Ježková et al. (2008), kteří popisují významný efekt individuality plemenných býků a 

dojených krav na reprodukční výkonnost.  

 Vliv použitého ředidla byl statisticky významný (P<0,01), lepších výsledků 

v přežitelnosti spermií bylo dosaženo u žloutkových ředidel Optidyl® a Triladyl® 

(P<0,05–0,01). Potvrdily se tak závěry studie Celeghini et al. (2008), kteří dospěli 

ke stejnému závěru, že ostatní porovnávaná ředidla byla lepší než Bioxcell®. Naproti tomu 

výsledky Stradaioli et al. (2007) prokázaly, že ID naředěné bezžloutkovým ředidlem 

Bioxcell® dosáhly průkazně lepších výsledků. Nepotvrdily se tak závěry prací Herold et al. 

(2003) a Janett et al. (2005), že bezžloutkové ředidlo AndroMed® je vhodnějším ředidlem 

ke kryokonzervaci býčího spermatu. Naše výsledky opakovaně prokázaly lepší kvalitu ID 

konzervovaných žloutkovými ředidly. Potvrdily se tak závěry studie Muiño et al. (2007), 

že žloutková ředidla mají pozitivní vliv na kryokonzervaci spermií. 

Výsledky jsou detailněji popsány a diskutovány v publikaci 1 (Beran et al., 2012a).   

    

6.1.2 Vliv použité mrazící křivky 

 

Nejvyšší hodnoty průměrné motility spermií (+2,97 % do +10,37 %; (P<0,05–0,01) 

po rozmrazení a v průběhu TDT byly detekovány u dvoufázové mrazící křivky se střední 

rychlostí mrazení (viz graf 1, publikace 2 – Doležalová et al., 2015), která je ale odlišná od 

standardně používané mrazící křivky pro býčí ejakulát. Potvrdily se tak závěry práce 
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Watson (2000), že střední rychlost mrazení umožňuje optimální dehydrataci spermií během 

mrazení a minimalizuje negativní efekt na spermie, zejména brání tvorbě ledových 

krystalů. Výsledky se také shodují se závěry studie Januskauskas et al. (2005), že mrazení 

způsobuje pokles celkové motility spermií, stejně jako progresivní motility spermií v před 

za hlavičkou.   

 Nejvyšší hodnoty motility spermií byly při použití dvou fázové mrazící křivky 

detekovány u osmi býků z devíti. Rozdíly mezi býky byly statisticky průkazné (P<0,01). 

To je v souladu se závěry práce Amann et Katz (2004), že odolnost spermií vůči nízkým 

teplotám se průkazně liší nejen mezi jednotlivými plemeníky, ale i mezi jednotlivými 

ejakuláty od jednoho plemeníka. Také Defoin et al. (2007) prokázali rozdílné efekty 

mrazení na následnou motilitu spermií po rozmrazení ID. 

Výsledky jsou detailněji popsány a diskutovány v publikaci 2 (Doležalová et al., 

2015). 

 

6.1.3 Vliv přídavku LDL cholesterolu do ředidel spermatu býků 

před kryokonzervací 

 

Test na odolnost spermií vůči chladovému šoku patří mezi hlavní metody 

pro hodnocení kvality spermatu (Benson et al., 1967). Lepší přežitelnost spermií byla 

detekována u variant naředěných AndroMedem® a Bioxcellem®, což je v souladu 

s výsledky Stradaioli et al. (2007).  

Dále byl testován vliv přídavku LDL cholesterolu do ředidel. U variant 

obohacených o LDL cholesterol byl detekován nižší pokles podílu živých spermií (P<0,05). 

Bylo tedy prokázáno, že LDL cholesterol vykazuje pozitivní vliv na spermie již 

před kryokonzervací. Pozitivní vliv LDL byl detekován také např. v pracích Hu et al. 

(2010) a Vera-Munoz et al. (2011). Výsledky jsou detailněji popsány a diskutovány 

v publikaci 3 (Stádník et al., 2015a).  
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Na základě výsledků této studie bylo pokračováno ve výzkumu s cílem ověřit, zda 

LDL cholesterol v ředidle spermatu býků ovlivňuje kvalitu inseminačních dávek i po jejich 

mrazení a rozmrazení. 

 

6.1.4 Vliv přídavku LDL cholesterolu do ředidel spermatu býků 

po kryokonzervaci 

 

Použití kompletního vaječného žloutku v ředidlech spermatu býků obnáší riziko 

výskytu specifických problémů (Wall et Foote, 1999). Snahou mnoha vědeckých týmů bylo 

ověřit možnost náhrady vaječného žloutku v ředidlech LDL cholesterolem. Naše výsledky 

(publikace 4; Šimoník et al., 2016) prokázaly pozitivní efekt přídavku LDL do ředidla 

Bioxcell® (P<0,05) na většinu kinematických parametrů spermií v obou sledovaných 

časech inkubace, u AndroMedu® byly výsledky nekonzistentní.  

Ve světle skutečností, že existují nekonzistentní výsledky o kryoprotektivní 

účinnosti ředidel na bázi sójového lecitinu (Muiño et al., 2008), že LDL cholesterol je 

kryoprotektivní složkou vaječného žloutku (Moussa et al., 2002) a hlavní metodou, jak 

zvýšit kryoprotektivní vlastnosti spermií, je modifikování složení použitého ředidla (Holt, 

2000), byl v navazující studii (publikace 5; Šimoník et al., 2019) zkoumán vliv přídavku 

LDL cholesterolu pouze do ředidel spermatu býků na bázi sójového lecitinu. Kromě 

motility a životaschopnosti spermií byla hodnocena také integrita plazmatické membrány, 

akrozomu a mitochondrií po kryokonzervaci za použití metody CASA, průtokové 

cytometrie a fluorescenční mikroskopie. K vyhodnocení výsledků byla použita také 

clusterová analýza, která umožňuje hodnocení jednotlivých subpopulací spermií ve vzorku 

(Holt et al., 2007). 

Největší podíl spermií byl detekován v subpopulaci rychlých spermií, projevil se tak 

pozitivní vliv adice LDL, a to u obou sledovaných ředidel (P<0,05). Ferraz et al. (2014) 

potvrdili, že podíl spermií v subbpopulaci rychlých spermií koreluje s následnou 

oplozovací schopností.  
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Podobně jako u motility, se projevil pozitivní vliv LDL i na integritu akrozomu 

spermií. Jako průkazný (P<0,05) se ukázal v případě přídavku LDL do ředidla Bioxcell®. 

Zajímavé je, že při hodnocení funkčního stavu mitochondrií se efekt LDL projevil jako 

významný (P<0,05) naopak u ředidla AndroMed®, což pravděpodobně souvisí s odlišným 

složením obou ředidel. Potvrdily se závěry prací Hu et al. (2011) a Perumal et al. (2016).  

Procento živých spermií po rozmrazení s intaktní plazmatickou membránou nebylo 

překvapivě přítomností LDL v žádném z ředidel zvýšeno. Lze předpokládat, že rozdíly 

ve vlivu LDL mohou souviset s odlišným složením samotných ředidel, především pokud 

jde o zastoupení sójového lecitinu v nich. Výsledky jsou detailněji popsány a diskutovány 

v publikaci 5 (Šimoník et al., 2019). 

 

6.2 Vybrané faktory ovlivňující reprodukční výkonnost dojnic  

6.2.1 Vliv kvality cervikálního hlenu 

 

Fáze říje krav může být detekována analýzou krystalických struktur cervikálního 

hlenu (Ahmadi et al., 2005). Z výsledků publikace 6 (Beran et al., 2013a) vyplývá, 

že u největšího podílu vzorků (30,7 %) byla v nejvhodnější době pro inseminaci 

detekována kapraďovitá krystalizace, což bylo potvrzeno také v práci Hegedüšová et al. 

(2010). Výsledky dále prokázaly individuální rozdíly v reakci jednotlivých plemenic 

na Ovsynch® protokol (55 % plemenic bylo inseminováno v nevhodnou dobu 

pro inseminaci). Toto je v souladu s výsledky práce Alkar et al. (2011), že pre-

synchronizace říje použitím GnRH 7 dní před začátkem Ovsynch® protokolu nevede 

ve všech případech ke zlepšení reprodukční schopnosti dojnic.  

Dále bylo prokázáno, že se zvyšujícím se obsahem acetonu a močoviny v CH se 

zvyšoval podíl krav inseminovaných v nevhodnou dobu, tedy, které po inseminaci 

nezabřezly. Vyšší koncentrace močoviny (>260 mg/l) a acetonu (>5 mg/l) negativně 

ovlivnily také přežitelnost spermií v hlenu (P<0,05–0,01). Výsledky prokázaly, že 

úspěšnost inseminace je ovlivněna intenzitou metabolismu dojnic a kvalita CH ovlivní 

následnou přežitelnost spermií v něm. Výsledky této studie blíže specifikovaly a lépe 
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popsaly (podrobněji a v širších souvislostech) předchozí publikované průběžné výsledky 

výzkumného týmu (Ježková et al., 2007, 2008; Stádník et al., 2008, 2011; Beran et al., 

2011b, 2011c, 2012b). 

 

6.2.2 Vliv obsahu mastných kyselin v mléce 

 

Intenzita energetického metabolismu dojnic se mění zejména v první fázi laktace 

(Ducháček et al., 2012), dochází ke ztrátám energie a k rozvoji NEB (Walsh et al., 2011). 

Zvyšující se dojivost dojnic po otelení také vede ke změnám obsahu MK v mléce a 

zhoršení reprodukční výkonnosti dojnic (Reist et al., 2000). Další výzkum byl proto 

zaměřen na vyhodnocení vztahů mezi obsahem MK v mléce na počátku laktace a ukazateli 

reprodukce (inseminačním intervalem, servis periodou a inseminačním indexem) dojnic 

holštýnského (publikace 7, Ducháček et al., 2015) a českého strakatého skotu (publikace 8, 

Stádník et al., 2015b). 

Výsledky vyhodnocení obsahu hlavních mléčných složek (tuk, bílkoviny) byly 

u holštýnského skotu v souladu s dříve publikovanými výsledky Buttchereit et al. (2012), 

u českého strakatého skotu v souladu s pracemi Komprda et al. (2005) a Řehák et al. 

(2012). Výsledky vyhodnocení změn tělesné kondice holštýnských dojnic byly pak 

v souladu s prací Maršálek et al. (2008).  

U obou sledovaných plemen byly prokázány závislosti mezi obsahem SFA, resp. 

MUFA v mléce v první fázi laktace a sledovanými ukazateli reprodukce. Průkazné zvýšení 

inseminačního indexu (+0,15 až +0,29 inseminační dávky) a servis periody (+8,16 až 

+15,44 dní) bylo detekováno u českých strakatých krav s nejnižším obsahem SFA 

(P<0,05–0,01), což je v souladu s výsledky Bastin et al. (2011) a Komprda et al. (2005). 

Naproti tomu, u krav s nejvyšším obsahem MUFA byly nalezeny průkazně vyšší hodnoty 

inseminačního indexu (+0,13 až +0,30), i servis periody (+7,26 až +15,35) (P<0,05–0,01). 

Podobné trendy byly detekovány i u holštýnských plemenic. Obsah mastných kyselin 

v mléce je možné využít jako pomocné kritérium pro vyhledání krav s potenciálními 

reprodukčními problémy (Stádník et al., 2015b).  
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7 ZÁVĚR 

 

Cílem předkládané habilitační práce bylo determinovat a vyhodnotit vybrané vlivy 

na oplozovací schopnost ejakulátu býků před a po kryokonzervaci a vlivy některých faktorů 

ovlivňujících reprodukční výkonnost dojnic. 

 

7.1 Vybrané faktory ovlivňující oplozovací schopnost ejakulátu 

býků před a po kryokonzervaci 

 

7.1.1 Vliv býka a použitého ředidla 

 

Zhoršená kvalita inseminačních dávek býků je jedním z faktorů souvisejících 

s poklesem zabřezávání krav a jalovic.  

Výsledky publikace 1 (Beran et al., 2012a) potvrdily průkazný vliv býka na motilitu 

spermií před, i po rozmrazení inseminační dávky (P<0,01).  

Složení použitého ředidla mělo průkazný vliv na podíl živých a mrtvých spermií 

barvením po odběru (P<0,05), po rozmrazení (P<0,05), i na pokles motility spermií během 

TDT v citrátu sodném (P<0,01).  

Pořadí vhodnosti ředidel na základě hodnocení motility spermií ve všech 

sledovaných časech TDT bylo následující: Optidyl®, Triladyl®, AndroMed®, Bioxcell®. 

Tato zjištění potvrzují vyšší kvalitu inseminačních dávek vyrobených za použití ředidel na 

bázi vaječného žloutku.  

7.1.2 Vliv použité mrazící křivky 

 

Kvalita kryokonzervovaných inseminačních dávek je ovlivněna také průběhem, 

resp. rychlostí mrazení. Výsledky publikace 2 (Doležalová et al., 2015) prokázaly, 
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že dvoufázová mrazící křivka byla detekována jako nejvhodnější ve vztahu k pohyblivosti 

spermií po rozmrazení.  

Výsledky naznačují vhodnost individuální kryokonzervace každého ejakulátu 

za účelem zvýšení jeho oplozovacích schopností po rozmrazení. 

 

7.1.3 Vliv přídavku LDL cholesterolu do ředidel spermatu býků 

před kryokonzervací 

 

Výsledky publikace 3 (Stádník et al., 2015a) potvrdily pozitivní vliv přídavku LDL 

cholesterolu do ředidel spermatu býků na rezistenci spermií vůči chladovému šoku, 

zejména díky nižšímu poklesu podílu živých spermií během 120 min. testu (P<0,05).  

Další výzkum je nutný pro vyhodnocení účinku adice LDL během, resp. 

po ekvilibraci a také pro vyhodnocení optimální koncentrace LDL v různých typech ředidel 

spermatu býků.     

 

7.1.4 Vliv přídavku LDL cholesterolu do ředidel spermatu býků 

po kryokonzervaci 

 

Výsledky první série testů publikované v práci Šimoník et al. (2016) prokázaly, že 

kryoprotektivní účinek bezžloutkových ředidel spermatu býků lze zlepšit přidáním LDL 

cholesterolu.  

Výsledky navazující studie (publikace 5, Šimoník et al., 2019) dále potvrdily, že 

LDL cholesterol pozitivně reaguje se sójovým lecitinem obsaženým v obou testovaných 

ředidlech a zlepšuje funkční parametry býčích spermií po rozmrazení ID. Záleží však na 

typu použitého ředidla. 
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7.2 Vybrané faktory ovlivňující reprodukční výkonnost dojnic  

7.2.1 Vliv kvality cervikálního hlenu 

  

Největší zastoupení (30,7 %) z hodnocených vzorků cervikálních hlenů měla 

kapraďovitá krystalizace, která se vyskytuje u plemenic v optimální době pro inseminaci. 

Tento podíl je ale velmi nízký vzhledem k faktu, že se jedná o dojnice s hormonálně 

načasovanou inseminací.  

Dále byly zjištěny významné závislosti sledovaných ukazatelů kvality cervikálního 

hlenu na přežitelnost býčích spermií. Průkazně nejvyšší hodnoty motility spermií v průběhu 

celého testu přežitelnosti spermií v cervikálním hlenu byly detekovány u krav 

inseminovaných v optimální fázi estru (podle typu krystalizace, P<0,05–0,01).  

Z výsledků publikace 6 (Beran et al., 2013a) je dále patrný trend klesající úrovně 

motility spermií v závislosti na zvyšujícím se obsahu močoviny, resp. acetonu ve vzorcích 

cervikálního hlenu (P<0,05–0,01) – obsah močoviny v cervikálním hlenu nad 260 mg/l a 

obsah acetonu nad 5 mg/l negativně ovlivnil přežitelnost spermií (P<0,05–0,01).  

 

7.2.2 Vliv obsahu mastných kyselin v mléce 

 

Na základě sledování u holštýnských dojnic (publikace 7, Ducháček et al., 2015) 

lze konstatovat, že k projevu NEB dochází nejvýrazněji v prvních osmi týdnech laktace. 

Mléčná užitkovost se zvyšovala do 8. týdne, zatímco BCS klesala až do třetího měsíce 

laktace. Obsahy SFA a MUFA signifikantně korelovaly se všemi hodnocenými ukazateli 

reprodukční výkonnosti dojnic (inseminační interval, servis perioda, inseminační index; 

P<0,05–0,01).  

Výsledky zjištěné u dojnic českého strakatého skotu (publikace 8, Stádník et al., 

2015b) naznačují těsné vztahy mezi obsahem SFA, resp. MUFA v mléce v prvních pěti 

týdnech laktace s hodnocenými reprodukčními ukazateli (inseminační interval, inseminační 

index, servis perioda). Sledované reprodukční parametry byly lepší u krav s vyšším 
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obsahem SFA v mléce (s méně hlubokou NEB). Naopak méně příznivé hodnoty 

sledovaných reprodukčních ukazatelů byly zjištěny u krav s vyšším obsahem MUFA 

(s vysokou NEB).  

Vyhodnocení profilu mastných kyselin v mléce během prvních týdnů laktace může 

být použito jako pomocné kritérium pro určení krav s větším rizikem reprodukčních 

problémů u obou sledovaných plemen, tj. holštýnského i českého strakatého skotu.   
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