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1 UvOoD

Inseminace skotu je prvni biotechnologickou metodou zavedenou do praxe, ktera je
celosvétoveé vyuzivana ke zlepseni reprodukce a zvyseni genetického zisku ve Slechténi a
chovech skotu (Gravance et al., 2009). U skotu se nejvice vyuzivaji kryokonzervované
insemina¢ni davky (Zhang et al., 2015), ackoliv jsou znamy negativni ucinky
kryokonzervace na membrany spermii a fyziologické funkce spermii (Tapia et al., 2012;
Sieme et al., 2015). Jejich kvalita hraje vyznamnou roli v uspé$nosti zabiezavani dojnic
(Beran et al., 2013a) a je ovlivnéna zejména jednotlivymi fazemi procesu vyroby
inseminaéni davky (ID) — od odbéru ejakulatu az po jeho fedéni a mrazeni (Siddique et al.,
2006; Stadnik et al., 2015a). Pozornost je ticba vénovat zejména slozeni pouzitého fedidla
(Beran et al., 2012a; Spalekova et al., 2014; Simonik et al., 2016, 2019) a vybéru vhodné
mrazici kiivky (Kumar et al., 2003; Dolezalova et al., 2015).

Pokles plodnosti dojnic béhem poslednich péti desetileti ma nékolik divodu:
jednostrannou selekci zaméfenou na zvySeni produkce mléka (Flint, 2006; Hanus et al.,
2010; Walsh et al., 2011), chyby v fizeni stada a vyzivy dojnic v tranzitnim obdobi (Vacek
et al., 2007; LeBlanc, 2010) a nedostate¢nou detekci fije (Jezkova et al., 2008; Alkar et al.,
2011). Nizka reprodukéni schopnost dojnic je patrna ve vSech chovatelsky vyspélych
zemich (Lucy, 2001; Roche etal., 2000; Royal et al., 2000; MacMillan et al., 1996).
Podobny trend dokumentuji i vysledky v Ceské republice, kde bylo zabfezavani
po 1. inseminaci v roce 2018 u krav na arovni 41,0 % a u jalovic 60,9 % (Kvapilik et al.,
2019). Dochazi k poklesu podilu inseminovanych krav pifi soucasném snizovani
zabfezavani. Vzhledem k ekonomickému vyznamu plodnosti je potfebné hodnotit veskeré
vlivy pulsobici na plodnost a vysledky vyzkumu vyuZzit pfi fizeni stada dojnic. Mezi
vyznamné vlivy, které negativné ovlivituji plodnost dojnic, patii negativni energeticka
bilance (NEB) v prvni fazi laktace (Rossi et al., 2008; Walsh et al., 2011). Uroven
metabolismu dojnic muzeme také sledovat pomoci obsahu pevnych slozek v mléce,
zejména tuku a bilkovin a jejich poméru (Hanu$ et al., 2011), obsahem acetonu (Clark
et al., 2006), mocoviny (Rehak et al., 2009) anebo kyseliny citronové (Kubesova et al.,

2009) v mléce. Rovnéz mizeme vyuzit slozeni cervikalniho hlenu dojnic (Zaaijer et al.,



1993; Tsiligiani et al., 2001a, 2001b; Rutllant et al., 2005; Beran et al., 2013a) a obsah
mastnych kyselin v mléce (Berry et al., 2006; Soyeurt et al., 2006; Bastin et al., 2011;
Duchacek et al., 2015; Stadnik et al., 2015b).

Ptedkladana habilitacni prace proto shrnuje dosazené vysledky hodnoceni vlivi
pusobicich na reprodukci skotu komplexné¢ — z pohledu bykt (vlivy na oplozovaci

schopnost ejakulatu), i dojnic (vlivy na reprodukéni vykonnost dojnic).



2 LITERARNIi PREHLED

2.1 Cinitelé ovliviiujici oplozovaci schopnost ejakulatu byk

Kvalita ejakuldtu je ovlivnéna mnoha faktory: vnitfnimi, jako je napi. plemeno,
genotyp, individualita a vék plemenika (Thara et Nair, 2007; Beran et al., 2012a; Hartlova
et al., 2013; Stadnik et al., 2014), a vn¢jSimi, ke kterym patii zejména klimatické
podminky, podnebi, podminky prostiedi (Mathevon et al., 1998; Nichi et al., 2006; Karoui
et al., 2011), ¢etnost odbéru ejakulatu (Kommisurd et Berg, 1996), technologie ustajeni,
management chovu (Stadnik et al., 2014) a vyziva plemenikt (Kelso et al., 1997; Louda
et al., 2007).

Odbér ejakulatu a jeho nasledné zpracovani na ID predstavuji dal§i potencialni
rizika. Nesmi dojit k chladovému Soku, musi se postupovat velmi rychle a souc¢asné Setrné
a presn¢, proto je snaha nalézt postup hodnoceni spermatu, ktery by byl rychly, citlivy
ke spermiim a jednoduchy na provedeni (Januskauskas et al., 2000). Konvenéni postup
hodnoceni ejakulatu, provadény pied a po kryokonzervaci, zahrnuje stanoveni mnozstvi a
hustoty ejakulatu, koncentrace spermii a jejich pohyblivosti ¢i morfologie (Bhoite et al.,
2008; Karoui et al., 2011). Tyto parametry vétsinou odhali zfejmé piipady snizené
plodnosti nebo neplodnosti bykti (Rodriguez-Martinez, 1998). Z biologického hlediska je
potenciondln¢é schopnd oplodnit vajicko pouze plné Zivotaschopnd spermie, proto vétSina
doposud uZzivanych metod byla zaloZena na sledovdni a hodnoceni Zivotaschopnosti
spermii (Januskauskas et al., 2000), jako napfiklad: kratkodoby termodynamicky test
ptezitelnosti spermii (TDT; Maurya et Tuli, 2003; Beran et al., 2012a), test na odolnost
spermii viaéi chladovému Soku (Stadnik et al., 2015a), hypo-osmoticky test (HOS test;
Ptinosilova et al., 2014) a zjisténi podilu zivych a mrtvych spermii barvenim (Gillan et al.,
2008; Hoflack et al., 2006; Beran et al., 2012a).

Po makroskopickém a mikroskopickém posouzeni kvality ejakuldtu nasleduje jeho
fedéni, plnéni do pejet, zchlazeni a zmrazeni. Tyto Ctyfi posledni faze vyroby ID mayji
zasadni vliv na preZitelnost spermii v ddvce, zejména se pak projevuje vliv slozeni

pouzitého fedidla (Siddique et al., 2006).



2.1.1 Vliv byka

Kvalita ejakulatu, reprodukéni schopnost a plodnost jednotlivych byki je velmi
rozdilna, vyplyva =z individudlnich vlastnosti plemenika, které jsou dany jeho
temperamentem. Pro plemenitbu jsou nejvhodnéjsi byci silného vyrovnaného

temperamentu (Hofirek et al., 2009)

Vliv plemene na pohlavni aktivitu a plodnost je méné¢ vyznamny z diivodu nizké
heritability znaki pro jednotlivé reprodukéni funkce (Louda et al., 2007). Samci plemen
mlécného skotu jsou obecné aktivngjsi nez byci plemen masnych. Na druhé strané jsou
byci méné proslechténych plemen odolngjsi k vlivim vné&jsiho prostiedi (Stadnik et al.,

2014).

Dale je pro vlastnosti ejakulatu dulezity vék plemennych bykd. Obecné plati,
ze produkce a kvalita spermatu se s v€kem zvysuje, a to az do sedmi let véku (Brito et al.,
2002). K poklesu aktivity a mnozstvi ejakulatu dochazi po 10. roku véku (Mathevon et al.,
1998).

2.1.2 Vliv zpracovani ejakulatu

Z pocatku bylo by¢i sperma pied pouzitim fedéno a konzervovano jen kratkodobg,
po dobu maximalné 96 hod. (Verberckmoes et al., 2005). Byly prokazany negativni zmény
V bunéénych membranach spermii v zavislosti na délce uloZeni ID a na pouzitém fedidle
(Tapia et al., 2012). K rozhodujici kvalitativni zméné ve vyuZiti inseminace doslo teprve
po Uspésném vyvoji metod kryokonzervace a dlouhodobého uchovavani ID byka v tekutém
dusiku (-196 °C) a jejim zavedenim do Siroké praxe. Soustavné zvySovani intenzity
zapousténi a vysledkt bfezosti jak u krav, tak zejména u jalovic, vedlo k trvalému vzestupu
poctu narozenych telat a k celkovému zintenzivnéni reprodukce skotu. Inseminace v tomto
sméru sehrala nezastupitelnou roli pfi stupniovani produkce aekonomiky chovu skotu
(Louda et al., 2008).

Inseminace oteviela cestu k realizaci zésadnich zmén Slechtitelskych postupt a

iniciovala rozvoj dal$ich biotechnologickych metod, jako naptiklad systémy fizeni f{jového



cyklu (Stadnik et al., 2008; Nowicki et al., 2017), nové postupy mrazeni ejakulatu (Arav et
al., 2002a), sexaci spermii (DeJarnette, 2010), odbér, mrazeni, kultivaci a pfenos embryi

(Riha et al., 1998; Machaty et al., 2012) nebo klonovani (Liu et al., 2010).

Zivotaschopnost a oplozovaci schopnost spermii v ID bykd ovliviiuje zejména
slozeni fedidla (Siddique et al., 2006), vcetné¢ interakci mezi kryoprotektivy, délkou
ekvilibrace a rychlosti mrazeni a rozmrazeni (Cotter et al., 2005; Clulow et al., 2008;
Beran et al., 2014).

2.1.2.1 Slozeni Fedidel

Jednu skupinu fedidel spermatu byku tvofi fedidla zloutkova, jejichz zakladni
komponentou je od roku 1939 vaje¢ny zloutek. Jejich pouziti je doporuovano, protoze
vyborn¢ chrani spermatické bunky (Celeghini et al., 2008; Beran et al., 2012a).
Doporucena koncentrace vaje¢ného Zloutku v fedidlech je do 20 % (Sansone et al., 2000),

ve vétsich koncentracich se pak stava pro spermie toxickym (Vishvanath et Shannon,

2000).

Od pouzivani vajecného Zloutku jako kryoprotektiva se v posledni dobé upousti,
protoze piedstavuje velké hygienické riziko (Thun et al., 2002), ma nekonzistentni sloZeni
(Amirat et al., 2004) a zloutkova granula ztézuji hodnoceni aktivity spermii (Ansari et al.,
2010). Kromé toho, nékteré studie prokazaly, ze fedidla na bazi vaje¢ného zloutku mohou
mit | negativni vliv na respiraci a pohyblivost spermii (napt. Amirat et al., 2005). Proto
byla snaha nahradit vaje¢ny zloutek Vv fedidle pouze komponentou zodpovédnou za jeho

kryoprotektivni Gi¢innost.

V roce 1974 bylo objeveno, ze kryoprotektivni t¢inky ma frakce vajecného zloutku
znama jako LDL cholesterol, zkracené LDL (low-density lipoprotein = lipoprotein s nizkou
hustotou; Pace et Graham, 1974). V mnoha studiich bylo prokazano, ze nahrada vaje¢ného
Zloutku LDL frakei ma ptiznivy vliv na kvalitativni ukazatele ejakulatu (Moussa et al.,
2002; Vera-Munoz et al., 2009; Amirat-Briand et al., 2010; Hu et al., 2010, 2011).
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Nicméné postup piipravy LDL je velmi ¢asové narocny a mnozstvi vyextrahovaného LDL

malé, coz brani komerénimu vyuziti téchto fedidel (Moussa et al., 2002).

Druhou skupinu pak tvoii fedidla bezzloutkova, ktera neobsahuji piisady
zivoc¢isného plvodu. Nejvice vyuzivanou ndhradou za vajecny zloutek v fedidlech
spermatu bykl je v souCasné dobé sojovy lecitin, fosfolipid ziskany ze sdjovych bobu
(Layek et al., 2016). Neexistuje ovSem jasna shoda o jeho kryoprotektivni Gi¢innosti a
vhodnosti v porovnani s vaje¢nym zloutkem (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 vénovali také ve vlastnim vyzkumu.

Dalsi alternativou k vajeénému zloutku jsou napiiklad laboratorné pfipravené
liposomy v komeréné dostupném fedidle Optixcell® (Murphy et al., 2017) nebo iodoxanol
obsazeny v fedidle Optiprep® (Saragusty et al., 2009a).

2.1.2.2 Délka ekvilibrace

Dalsi Gipravou technologického procesu je délka ekvilibrace a rychlost zchlazeni ID.
Bé&hem ekvilibrace je ejakuléat zchlazen na teplotu 4 az 5 °C. Toto zchlazeni spermatu musi
byt provedeno za optimalnich podminek, protoze sav€éi spermie jsou citlivé na rychlé
zchlazeni (Watson, 2000). Pivodné se melo za to, Ze toto stadium je dilezité pouze pro
dostatecnou penetraci glycerolu do bunék. Glycerol ov§em pronika do bunék velmi rychle,
tudiz dostatecné dlouhé ekvilibracni obdobi je nutné spiSe pro adaptaci membran spermii

na nizké teploty béhem mrazeni (Vishwanath et Shannon, 2000).

Béznéa délka ekvilibrace pii vyrobé ID bykid se pohybuje v rozmezi 3 aZz 4 hod.,
takze se semeno mrazi je$té v den odbéru (Muino et al., 2007). Nicméné tito autofi
prokdzali, ze prodlouZenim ekvilibrace na 18 hod. (mrazeni druhy den po odbéru rano) se
zvySi oplozovaci schopnost spermii. Dospéli k zavéru, Ze takto prodlouzena doba
ekvilibrace je vyhodna pro inseminacni stanice, kde se odebira najednou vétsi mnozstvi

bykt. Je proto praktictéjsi mrazit az druhy den rano.

Porovnanim rtznych délek ekvilibracniho obdobi se zabyvali také Leite et al.

(2010), ktefi vyhodnotili nejvyssi piezitelnost u spermii ekvilibrovanych 4 hodiny.
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2.1.2.3 Mrazeni

Béhem zmrazovani spermatu dochazi ke slozitym procesim piemény skupenstvi
vody a koncentrace roztokd v buiice i mimo ni a tim i k zatizeni bunééné membrany,
ke ztraté jeji permeability (Kuisma et al., 2006), Kk poskozeni cytoskeletu, jadérka
a pohybového aparatu spermie (Thun et al., 2002). Muze dojit také k poskozeni
mitochondrii, integrity akrozomu a plasmatické membrany (Januskauskas et al., 2003;
Meyers, 2005). Bylo prokazano, ze béhem kryokonzervace dojde k usmrceni az 50 %

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

Pfi pomalém zchlazovani nastavaji tzv. ,solution effects”, naopak velmi rychlé
zchlazovani spermii vede k tvorbé nitrobunééného ledu — krystali. Obecné je voda
obsazena v fedidle i ve spermiich, ménici se pfi mrazeni v led, povazovana za letdlni —
faktor (Curry, 2000). ,,Solution effect zacind v pribéhu mrazeni spermatu, pfii kterém
dochazi k vytlatovani vody ze spermie, ve které se zvySuje koncentrace soli a postupné
dochazi k jeji dehydrataci. Pokud je prib&éh mrazeni pfili§ rychly, voda nestaci spermii
opustit a vytvoii v bunkach ledové krystaly. Schopnost bunééné membrany propoustét
vodu je velmi dileZitd. Rychlost mrazeni -10 °C az -20 °C za minutu z 0 °C na -50 °C se

jevi jako optimalni (Louda et al., 2008).

K plnéni, mrazeni a uchovavéani semene se standardné¢ vyuzivaji pejety o objemu
0,25 nebo 0,5 cm?. Nicméné kryokonzervace vétsiho mnozstvi pejet je velmi zdlouhava,
finan¢né naro¢nd, vyzaduje velké skladovaci kapacity a zna¢né mnozZstvi tekutého dusiku.
Alternativnim postupem, ktery by snizil vySe zminéné ndklady, mize byt mrazeni
veskerého ejakulatu v jedné tub& (12 cm®). Pokud byk bude zlepsovatelem a bude-li mezi
chovateli zajem o jeho ID, tuby se rozmrazi a semeno znovu zamrazi v obvyklych pejetach
(Arav et al., 2002b). Mrazeni velkého objemu semene je mozné prostiednictvim
usmérnéné technologie mrazeni, kterd vyuZzivd multi-teplotniho gradientu (MTG®; IMT
Ltd., Ness Ziona, lzrael). Semeno v tubé projde konstantni rychlosti skrz linearni teplotni
gradient, takze rychlost zmrazovani a tvorbu ledovych krystali 1ze béhem celého procesu

dobie kontrolovat (Saragusty et al., 2009b). Naproti tomu, béhem mrazeni konvencni
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metodou (v parach tekutého dusiku) ledové krystaly nekontrolované rostou a mohou zni¢it
bunky vevzorku semene (Watson, 2000). Metody fizeného postupu mrazeni maji

signifikantn¢ lepsi vysledky nez metody konvenéni (Saragusty et al., 2007).

Lze také predpokladat, ze priabéh mrazici kiivky riznym zptisobem ovlivni motilitu

spermii po rozmrazeni insemina¢ni davky jednotlivych byku (Stadnik et al., 2015c).

2.2 Cinitelé ovliviiujici plodnost dojnic

Reprodukéni schopnost a zabtezavani dojnic jsou ovlivnény mnoha faktory, mezi
které patii zejména genetika, pofadi laktace, NEB a kombinace ruznych faktort
fyziologickych a vnéjsiho prostiedi (Duchacek et al., 2015). Dle studie Rossi et al. (2008)
je délka NEB hlavnim nutriénim faktorem ovliviiujicim pokles reprodukénich funkcei u
vysokoprodukénich dojnic. Negativni vliv NEB na reprodukéni funkce dokumentuji cetné
literarni prameny, zejména u holstynského skotu (napt. Wathes et al., 2007; Tamadon et
al., 2011, Esposito et al., 2014).

Vyuziti energetickych rezerv se odrazi v obsahu tuku v mléce (Bauman et al.,
2006), resp. v obsahu a slozeni mastnych kyselin (Duchacek et al., 2014). Mastné kyseliny
(MK) jsou pak prekurzory hormonti dilezitych pro fizeni metabolickych a reprodukénich
funkci (Gulliver et al., 2012), zejména prostaglandini (Petit et al., 2001). Byly nalezeny
také korela¢ni zavislosti mezi obsahem MK v mléce a délkou mezidobi (Bastin et al.,
2011, 2012). Proto jsme se v naSem dal$im vyzkumu zaméfili na prozkoumani zavislosti
mezi obsahem a slozenim MK v mléce a reprodukénimi ukazateli jak u holStynského
(publikace 7, Duchacek et al., 2015), tak u Ceského strakatého plemene (publikace 8,
Stadnik et al., 2015b).

Dale mizeme NEB hodnotit pomoci sledovani aktualni télesné kondice (BCS =
body condition score) dojnic (Aktas et al., 2011) a jejich zmén (Duchacek et al., 2012)
nebo napf. sledovanim hladiny metabolitii (naptf. mocoviny, acetonu, kyseliny citronové)

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

Hodnoceni BCS je jednoduchd metoda vhodna ke kontrole energetickych zasob
nejen jednotlivych dojnic, ale i celého stada. Je zalozena na subjektivnim hodnoceni
metabolizovatelnych energetickych zasob v tukové tkani (Aktas et al., 2011). Hodnoceni
BCS bylo pfijato jako nejprakti¢téjsi metoda pro hodnoceni zmén v energetickych
zasobach u mnoha druhii hospodarskych zvifat, véetné dojeného skotu (Bewley et Schutz,

2008).

Pouziti 5 bodové stupnice s odchylkou 0,25 bodu je vhodnym nastrojem k detekci
problémua ve vyzivé dojnic (Roche et al., 2009). U krav s extrémnimi hodnotami BCS
(<1,5 a >4) dochazi podle Pryce et al. (2000) ke zhorSovani reproduk¢nich ukazateld.
aktualni stav. Marsalek et al. (2008) zjistili pokles kondice béhem prvnich Sesti mésict
laktace z 3,59 na 2,43 bodu a Groven méné nez 2,5 bodu pfi zabfeznuti. Dale zjistili,

ze k nejvyznamnéj$imu poklesu kondice dochazi do tfetiho mésice po oteleni.

2.2.2 Obsah moc¢oviny

Stanoveni hladiny mocoviny V télnich tekutiniach je velmi vhodnym metabolickym
parametrem, nebot” se jedna o ukazatel vyuziti jak sacharidi, tak dusikatych latek, které se
na ovlivnéni reprodukce z pohledu vyzivy zna¢né podili (Kubesova et al., 2009). Mocovina
je tvotfena pomérné malou molekulou, ktera je schopna prochazet bunéénymi membranami
do ostatnich organii. Vysledkem této difuse je jeji distribuce v organismu a mozné zatizeni

jednotlivych organt, véetné reprodukénich (Hanus et al., 2004).

Koncentrace mocoviny v mléce je ve velmi uzké korelaci s koncentraci mocoviny
v krvi, proto jsou fyziologické hodnoty v obou téchto biologickych tekutinach shodné
a pohybuji se v rozmezi 2,5-5 mmol/l (145,2 az 290,4 mg/l) (Hofirek et al., 2004). Nizka
uroven mocoviny v mléce indikuje bud’ nedostatek proteinu v krmné davce, nebo jeho
nedostateéné vyuziti (Guo et al., 2004). Zvysené koncentrace mocoviny v Krvi a v mléce
maji vliv na sniZeni reprodukénich schopnosti a zdravotniho stavu laktujicich krav

(Chaveiro et al., 2011; Miglior et al., 2006). Jankowska et al. (2010) udavaji optimalni
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koncentraci mocoviny v mléce, umoziujici uspéSné zabieznuti kravy, Vrozmezi 150-

300 mg/l.

Vykyvy koncentrace mocoviny v plazmé nebo mléce koreluji s poklesem fertility
ukrav. Vysoka uroven mocoviny vV plazmé je zaroven spojena s vytvofenim

suboptimalnich podminek pro proces oplozeni a vyvoj embrya (Hanus et al., 2004).

2.2.3 Obsah acetonu

Obsah mlécného acetonu muze byt vhodnym nastrojem k monitorovani NEB
u dojnic, zejména béhem kritického obdobi na pocatku laktace (Hanu$§ et al., 1999).
Koncentrace acetonu Vv mléce souvisi s vyskytem subklinickych a klinickych ketdz,

mlécnou uzitkovosti a reprodukéni vykonnosti krav (Gustafsson et Emanuelson, 1996).

Podle Hofirka et al. (2004) by koncentrace acetonu v mléce neméla piekrocit 0,4—
1,0 mmol/l (23,2-58,08 mg/l) a za vyrazné zvySeni je povazovan vzestup nad 2 mmol/l
(116,16 mg/l). Podle Hanuse et al. (1999) lze pii vysSich hladinach acetonu v mléce

pozorovat horsici se reprodukei dojnic.

Podle Gustafssona et Emanuelsona (1996) klesa denni dojivost u dojnic s obsahem
acetonu vrozmezi 0,7 az 1,4 mmol/l, u krav s obsahem acetonu >1,4 mmol/l se denni
dojivost prikazné snizuje. Zaroven byla u téchto krav narusena reprodukcni vykonnost.
Dojnice s koncentraci acetonu v mléce >1,4 mmol/l mély o 4,9 dni del$i inseminaéni
interval a 5 az 7 krat vétsi riziko vyskytu ovaridlnich cyst v porovnani s dojnicemi, které
mély obsah acetonu <0,7. Jejich vysledky naznacuji, ze koncentrace 1,4 mmol/l acetonu
v mléce mize byt pouzita jako kriticka hodnota — vySs§i koncentrace snizuji mlécnou

produkci.

2.2.4 Kvalita cervikalniho hlenu

V dob¢ fije je vlivem estrogenil sekrecnim epitelem délozniho krcku produkovano
zvySené mnozstvi hlenu. Spermie Uspé$né piekonaji tuto bariéru jen pii vhodnych

podminkach (Tsiligianni et al., 2001a). Béhem fijového cyklu se méni jeho fyzikalni
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vlastnosti. Na pocatku fije je hlen ¢iry, vodnaty a voln¢ odtéka. Uprostied fije se zahustuje,
stava se vazkym, bez vyrazné&jsiho zakalu a vytvaii provazec visici ven z pochvy. Ke konci
fije hlenu podstatn¢ ubyvd a po jejim vyvrcholeni se v ném nékdy objevuje Kkrev

(Hegediisova et al., 2010).

Cervikalni hlen (CH), jakoz i nékteré dalsi télni tekutiny (napi. sliny), vytvareji
specifické krystalické formy, které lze pozorovat od tetiho az ¢tvrtého dne pred nastupem
fije, intenzivnéji pak v dob¢ fije a zanikaji v dobé pusobeni progesteronu (Ahmadi et al.,
2005). Posouzenim krystalizace CH je mozno usuzovat zejména na pfitomnost estrogent
Vv krevni plazmé (Guida et al., 1999), fazi fijového cyklu (Hegediisova et al., 2010), vyskyt
funk¢nich folikularnich cyst na vaje¢nicich (Hafez et Hafez, 2000) a uroven vyzivy,

piipadné poruchu metabolismu vapniku ¢i drasliku (Jezkova et al., 2008).

Obsah acetonu a mocoviny v télnich tekutinach (mléce, krevnim séru a CH)
sledovali napf. HegediiSova et al. (2009). Dospéli k zavéru, Ze toxické metabolity (aceton,
mocovina) se hromadi pfevazné v pohlavnich organech krav. Vyslovili hypotézu, ze tyto
toxické komponenty maji vliv na skute€nou oplozovaci schopnost spermii a Uroveil

reprodukce u vysokoprodukénich a metabolicky stresovanych zvirat.

Dale byly sledovany vztahy mezi ultrastrukturou CH a pohyblivosti spermii, napf.
v pracich Matousek et al. (1989), Rutllant et al. (2005), Tas et al. (2007). Dle téchto autorti

je rychlost priniku spermii a jejich pohyblivost typem krystalizace a slozeni CH ovlivnéna.
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3 VEDECKE HYPOTEZY

Na zéaklad¢ detailniho studia vySe citované literatury byly definovany nasledujici
védecké hypotézy, které odpovidaji jednotlivym publikacim zahrnutym do predkladané

habilitacni prace.

3.1 Vybrané faktory ovliviujici oplozovaci schopnost ejakulatu

byku pred a po kryokonzervaci

1) Individualita byka a postup zpracovani ejakulatu po odbéru (pfed mrazenim) ovlivni

kvalitu insemina¢nich davek po rozmrazeni.

2) Uspésnost kryokonzervace spermatu byktl je ovlivnéna rychlosti zmrazeni (pouZitou

mrazici kfivkou).

3) Hlavni komponentou vaje¢ného zloutku zodpovédnou za jeho kryoprotektivni uc¢innost
je LDL cholesterol. Modifikace receptury vybranych fedidel pomoci adice LDL bude

mit pozitivni vliv na rezistenci bycich spermii vii¢i chladovému Soku.

4 a 5) Redidla na bazi séjového lecitinu jsou alternativou k fedidlim obsahujicim vaje¢ny
zloutek, ktery ptedstavuje mikrobidlni riziko. Je ovSem diskutovéna kryoprotektivni
ucinnost téchto fedidel a otazkou zistava, zda muze byt zvySena piidavkem LDL

cholesterolu.
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3.2 Vybrané faktory ovliviujici reprodukéni vykonnost dojnic

6)

7)

8)

Predpokladame, ze troven energetického metabolismu dojnice vyznamné ovliviiuje
kvalitu cervikalniho hlenu. Kvalita cervikalniho hlenu je dédna zejména stadiem fije a
obsahem mocoviny, resp. acetonu. Dale predpokladame, ze kvalita cervikdlniho hlenu
dojnice, jako ukazatel jejiho metabolického stavu, nasledné ovlivni piezitelnost

spermii byk.

Intenzita energetického metabolismu dojnic se méni zejména na pocatku laktace.
Jednim z indikatorG tohoto metabolického stavu je pak obsah mastnych kyselin
v mléce. Predpoklddame, ze existuji vztahy mezi obsahem mastnych kyselin v mléce a

reprodukéni vykonnosti holstynskych dojnic.

Ptedpoklddame, Zze zvySeni dojivosti po oteleni vede ke zméné€ sloZzeni mastnych
kyselin v mléce a je doprovazeno snizenim reprodukéni schopnosti dojnic ¢eského

strakatého skotu.
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4

CILE PRACE

Ze stanovenych hypotéz vyplyvaji nasledujici cile jednotlivych publikaci.

4.1 Vybrané faktory ovlivaujici oplozovaci schopnost ejakulatu

1)

2)

3)

4)

5)

byktl pred a po kryokonzervaci

Determinovat, resp. vyhodnotit vliv byka a pouzit¢ho ftedidla spermatu byku
na motilitu spermii pfed mrazenim, po rozmrazeni a béhem termodynamického testu

piezitelnosti spermii.

Urc¢it vliv vybranych mrazicich kifivek na pfezitelnost spermii po rozmrazeni

inseminac¢nich davek.

Vyhodnotit vybrané efekty (byka, fedidla a pfidavku LDL do fedidel) na odolnost

byc¢ich spermii vi¢i chladovému Soku.

Ur¢it vliv ptidavku LDL do fedidel na bazi s6jového lecitinu na jejich kryoprotektivni

ucinky.

Dals§imi analyzami a metodami ovéfit hypotézu, ze piidavek LDL do fedidel na bazi

sojového lecitinu zlepsi jejich kryoprotektivni u¢innost.
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4.2 Vybrané faktory ovliviiujici reprodukéni vykonnost dojnic

6) Vyhodnotit vztahy mezi obsahem mocoviny a acetonu V cervikalnim hlenu, typem

krystalizace cervikalniho hlenu a pfezitelnosti spermii bykti se znamou plodnosti.

7) Definovat vztahy mezi obsahem mastnych kyselin v mléce holstynskych dojnic

(v prvnich 120 dnech laktace) a jejich naslednou reprodukéni vykonnosti.

8) Vyhodnotit interakce mezi obsahem mastnych kyselin v mléce dojnic plemene Cesky

strakaty skot (v prvnich 5 tydnech laktace) a jejich naslednou reprodukéni vykonnosti.
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5 PUBLIKOVANE PRACE

5.1 Vybrané faktory ovliviujici oplozovaci schopnost ejakulatu

byktl pred a po kryokonzervaci

5.1.1 Vliv byka a pouzitého redidla

Zavedenim kryokonzervace spermatu bykt se od zakladi zménily postupy Slechténi
skotu a inseminace se stala celosvétove rozsifenym nastrojem intenzifikace reprodukcéniho
procesu ve stadech skotu (Gravance et al., 2009). Jednou z klicovych fazi vyroby ID
je fedéni semene (Siddique et al., 2006). Zakladni komponentou fedidel spermatu byku je
vajeény zloutek (Amirat et al., 2004), nicméné od jeho pouZzivani se upousti, jelikoz
ptedstavuje zejména hygienické riziko (Bousseau et al., 1998). Na trhu je jiz dostupna fada
bezzloutkovych fedidel, jako napf. AndroMed® a Bioxcell®. Cilem prace bylo posoudit
vliv slozeni pouzitého fedidla na mrazitelnost a naslednou piezitelnost spermii

V inseminacéni davce.

Od vybrané skupiny étyi byku stejného véku, plemene a shodné frekvence odbéru,
chovanych na jedné inseminacni stanici, bylo ziskano celkem 80 vzorkil ejakulatu
standardni metodou — odbérem do umélé vaginy. Kazdy ze vzorki byl rozdélen na ctyfi
rovnomérné dily a natedén jinym fedidlem. V pokusu byla porovnavéana bézné dostupna
komeréni fedidla: dvé bezzloutkovd (AndroMed® a Bioxcell®, obé na bazi sdjového
lecitinu) a dvé zloutkova (Triladyl®, obsahujici Cerstvy vajeény Zloutek a Optidyl®,
obsahujici ionizovany vajeény zloutek). Motilita spermii byla hodnocena pted fedénim,
po nafedéni a po rozmrazeni ID béhem TDT prezitelnosti spermii. Soucasné¢ bylo

provedeno také supra vitalni barveni eozin—nigrozinem.

Vysledky prokazaly prikazné rozdily (P<0,05-0,01) mezi jednotlivymi byky
v motilit¢ spermii, stejné tak v podilu zivych/mrtvych spermii barvenim po odbéru,

po rozmrazeni, 1 v poklesu motility spermii béhem TDT.
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Vliv pouzitého fedidla byl statisticky vyznamny (P<0,01), lepSich vysledkt
Vv prezitelnosti spermii bylo dosazeno u zloutkovych fedidel Optidyl® a Triladyl®
(P<0,05-0,01).

Publikace 1:

Beran, J., Stadnik, L., Bezdigek, J., Louda, F., Citek, J., Duchagek, J. 2012a. Effect
of sire and extender on sperm motility and share of live or dead sperm in bulls® fresh
gjaculate and Al 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 pouzité mrazici krivky

Efektivita kryokonzervace se neustale zvySuje (Layek et al., 2016), pfesto v jejim
prabéhu dochazi k poskozeni az 50 % bundk. Uspé&nost kryokonzervace je zavisla také
na rychlosti zmrazeni a rozmrazeni (Clulow et al., 2008). Cilem prace bylo porovnat rizné

mrazici kiivky a definovat jejich vliv na piezitelnost spermii.

Od vybrané skupiny 9 byku stejného véku, plemene a shodné frekvence odbéru,
chovanych na jedné inseminacni stanici, byly ziskany vzorky ejakulatu. Kazdy ze vzorku
byl nafedén stejnym fedidlem, naplnén do pejet a ekvilibrovan 120 min. Pejety byly
nasledné rovnomérné rozdéleny do Etyfech skupin, z nichz kazda byla zmrazena jinym

typem mrazici kiivky.

Jako prvni byla pouzita standardni, komeréné doporucend trifazova kiivka, uréena
pro zmrazovani byc¢iho spermatu (Muifio et al., 2007). Druha byla dvoufazova mrazici
kiivka podle metodiky Januskauskas et al. (1999) a Gil et al. (2000). Dale bylo pouzito
pomalejsi tiifazové (Stradaioli et al., 2007) a rychlejsi téifazové (Saragusty et al., 2007)
mrazici kfivky. Takto vyrobené ID byly nésledné¢ ptfesunuty a ulozeny do kontejneru
s tekutym dusikem a uchovavany pii teploté -196 °C. Usp&inost kryokonzervace byla
ovétena za vyuziti hodnoceni motility spermii ihned po rozmrazeni a nasledné v ¢asech 30,
60, 90 a 120 min. TDT piezitelnosti spermii.

Nejvyssi hodnoty prumérné motility spermii (+2,97 % do +10,37 %; P<0,05—
0,01) po rozmrazeni a v pribéhu TDT byly detekovany u standardné pouzivané dvoufazové
mrazici kiivky. Nejvyssi hodnoty motility spermii byly za pouZziti této mrazici kiivky
detekovany u osmi byki z deviti. Rozdily mezi jednotlivymi byky byly statisticky prikazné
(P<0,01).

Publikace 2:

Dolezalova, M., Stadnik, L., Biniova, Z., Duchagek, 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/avbh201584040383.
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5.1.3 Vliv pridavku LDL cholesterolu do redidel spermatu byku

pred kryokonzervaci

K negativni zatézi bunck spermii dochazi jiz v prubéhu procesu zchlazovani a
ekvilibrace (Barbas et Mascarenhas, 2009). Méni se zejména lipidova struktura
plazmatické membrany, coz vede K jejim nevratnym zménam (Salmon et al., 2016).
Ve stabilité¢ plazmatické membrany hraje klicovou roli cholesterol (Moce et al., 2010),
zejména jeho LDL frakce. Mechanismus ucinku nebyl jesté¢ kompletné popsan, nicméné
pozitivni efekt LDL uvadi napft. studie Bergeron et Manjunath (2006). Cilem prace bylo
ovéfit hypotézu, Ze ptidavek LDL cholesterolu do fedidel spermatu bykt bude mit

pozitivni dopad na rezistenci spermii vici chladovému Soku.

Byl porovnavén 4-8 % piidavek LDL do fedidel AndroMed® a Bioxcell® a 6—
10 % ptidavek LDL do fedidla Triladyl®. Vliv LDL byl hodnocen na zaklad¢ rezistence
spermii vaci chladovému Soku v prabéhu TDT supra vitalnim barvenim pomoci eozin—

nigrozinu.

VéEtsi prezitelnost spermii byla detekovana u variant nafedénych AndroMedem® a
Bioxcellem®. U variant obohacenych o LDL cholesterol byl detekovan nizsi pokles podilu
zivych spermii (P<0,05). Bylo tedy prok4zano, Ze LDL cholesterol vykazuje pozitivni vliv

Jiz pted kryokonzervaci bycich spermii.

Publikace 3:

Stadnik, L., Rajmon, R., Beran, J., Simonik, O., Dolezalova, M., Sichtat, J.,
Stupka, R., Folkova, P. 2015a. Influence of selected factors on bovine spermatozoa cold
shock resistance. Acta Veterinaria Brno. 84. 125-131.
https://doi.org/10.2754/avbh201584020125.
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5.1.4 Vliv pridavku LDL cholesterolu do redidel spermatu byk

po kryokonzervaci

Vysledky piedchozi studie (publikace 3; Stadnik et al., 2015a) vedly k pokra¢ovani
vyzkumu s cilem ovéfit vliv ptidavku LDL cholesterolu do fedidel na funkcéni parametry
spermii bykil také po zmrazeni a nasledném rozmrazeni ID. Vyzkum byl zaméien
na bezzloutkova tedidla na bazi sdjového lecitinu, u kterych nebyla prozatim jednoznacné
prokdzana srovnatelna kryoprotektivni ucinnost v porovnani s ftedidly Zloutkovymi
(Crespilho et al., 2012; Murphy et al., 2017). Jelikoz vajecny Zloutek ve své struktufe jiz
cholesterol nese, existuje predpoklad, ze LDL by mohl pfispét ke zvySeni

kryoprotektivnich vlastnosti bezzloutkovych fedidel.

V prvotni studii (publikace 4; Simonik et al., 2016) byla testovana $irsi $kala
fedidel a koncentraci LDL. Vliv LDL na funk¢ni parametry spermii po kryokonzervaci byl
hodnocen na zakladé primérnych hodnot kinematickych parametrii motility a viability
spermii. Vysledky prokézaly pozitivni efekt 6 % pridavku LDL do fedidla Bioxcell®
(P<0,05), u AndroMedu® byly vysledky nekonzistentni.

V navazujici studii (publikace 5; Simonik et al., 2019) byl zkouman jiz jen 6 %
pfidavek LDL cholesterolu. Krom& motility a viability spermii byla hodnocena také
integrita plazmatické membrany, akrozomu a mitochondrii po kryokonzervaci za pouziti
metody CASA, priatokové cytometrie a fluorescencni mikroskopie. K vyhodnoceni
vysledkii byla pouzita také clusterova analyza, kterda umoznuje hodnoceni jednotlivych
subpopulaci spermii ve vzorku (Holt et al., 2007). Pozitivni vliv LDL na distribuci
jednotlivych subpopulaci spermii byl zietelny u obou vybranych fedidel (P<0,05). Podobné
jako u motility se projevil pozitivni vliv LDL i na integritu akrozomu spermii (P<0,05),
prikazny se ukazal v ptipad¢ piidavku LDL do fedidla Bioxcell®. Zajimavé je, ze pfi
hodnoceni funkéniho stavu mitochondrii se efekt LDL projevil jako vyznamny (P<0,05),
naopak u fedidla AndroMed® nebylo procento zivych spermii po rozmrazeni s intaktni
plazmatickou membranou piekvapivé pritomnosti LDL podpofeno. Lze ptedpokladat,
ze rozdily ve vlivu LDL mohou souviset s odliSnym sloZzenim samotnych ftedidel,

predevsim co se tyce procentualniho zastoupeni jednotlivych komponent.

25



Publikace 4:

Simonik, O., Rajmon, R., Stadnik, L., Sichtaf, J., Beran, J., Duchagek, 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:

Simonik, (O Sichtaf, J., Beran, J., Manaskova-Postlerova, P., Tumova, L.,
Dolezalova, M., Folkova, P., Stadnik, 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 ovliviujici reprodukéni vykonnost dojnic

5.2.1 Vliv kvality cervikalniho hlenu

Jednou z pii¢in snizené reprodukéni vykonnosti dojnic jsou chyby v detekci fije
(Palmer et al., 2010). Ptedejit témto chybam je mozné pouzitim nékteré z metod
synchronizace fije (Amer, 2008), napt. Ovsynch® protokolu (Alkar et al., 2011). Reakce
organismu dojnice na hormonalni oSetfeni je ovSem ovlivnéna intenzitou jejiho
metabolismu, kterou je mozné sledovat napiiklad vysetienim cervikalniho hlenu (Zaaijer et
al., 1993). Cilem ptispévku bylo vyhodnotit vztahy mezi kvalitou cervikalniho hlenu a

schopnosti krav zabfeznout.

Od 192 holstynskych dojnic zapojenych do Ovsynch® protokolu byly ziskany
vzorky CH, u kterych byl hodnocen obsah mocoviny a acetonu (indikator metabolického
stavu dojnice), typ krystalizace (indikator spravného nacasovani inseminace) a test

ptezitelnosti spermii ve vzorku CH (indikator schopnosti dojnice zabieznout.

Vysledky prokdzaly individudlni rozdily v reakci jednotlivych plemenic
na Ovsynch® protokol (55 % plemenic bylo inseminovano v nevhodnou dobu
pro inseminaci). Se zvysujicim se obsahem acetonu a mocoviny ve vzorku CH se zvySoval
podil krav inseminovanych v nevhodnou dobu. Vyssi koncentrace mocoviny (>260 mg/1) a

acetonu (>5 mg/l) negativné ovlivnily pifezitelnost spermii v CH (P<0,05-0,01).

Z vysledkd je patrné, Ze ptfesnost nacasovani inseminace je ovlivnéna intenzitou
metabolismu dojnic a kvalita cervikalniho hlenu ovlivni néslednou pfezitelnost spermii

V ném.

Publikace 6:

Beran, J., Stadnik, L., Duchacek, J., Okrouhla, M., Dolezalova, J., Kadlecova, V.,
Ptacek, 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 mastnych kyselin v mléce

Intenzita metabolismu dojnic se méni zejména v prvni fazi laktace (Duchacek et al.,
2012), dochazi ke ztratam energie a k rozvoji NEB (Walsh et al., 2011). Zvysujici se
dojivost dojnic po oteleni také vede ke zménam obsahu MK v mléce a zhorSeni
reprodukéni vykonnosti dojnic (Reist et al., 2000). Dalsi vyzkum byl proto zaméfen
na vyhodnoceni vztahii mezi obsahem mastnych kyselin v mléce na pocatku laktace a
ukazateli reprodukce dojnic holstynského (publikace 7, Duchacek et al., 2015) a ¢eského
strakatého skotu (publikace 8, Stadnik et al., 2015).

U obou sledovanych plemen byly prokézany zavislosti mezi obsahem nasycenych
MK (SFA = saturated fatty acids), resp. mono-nenasycenych MK (MUFA =
monounsaturated fatty acids) v mléce v prvni fazi laktace a ukazateli reprodukce. Prukazné
(P<0,05-0,01) zvyseni insemina¢niho indexu (+0,15 az +0,29 ID) a servis periody (+8,16
az +15,44 dni) bylo detekovano u Ceskych strakatych krav s nejniz§im obsahem SFA.
Naproti tomu, u krav s nejvyssim obsahem MUFA byly nalezeny prikazné (P<0,05-0,01)
vys$i hodnoty insemina¢niho indexu (+0,13 az +0,30), i servis periody (+7,26 az +15,35).
Podobné trendy byly detekovany i1 u holstynskych plemenic.

Obsah mastnych kyselin v mléce je mozné vyuZit jako pre-selek¢ni kritérium pro
vyhledani krav s potencialnimi reprodukénimi problémy.

Publikace 7:

Duchéacek, J., Beran, J., Ptacek, M., Stadnik, L., Okrouhld, M., TouSova, R.,

Dolezalova, 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:

Stadnik, L., Duchacek, J., Beran, J., Tousova, R., Ptacek, 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.
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6 SOUHRNNA DISKUZE

6.1 Vybrané faktory ovliviiujici oplozovaci schopnost ejakulatu

bykul pred a po kryokonzervaci

6.1.1 Vliv byka a pouzitého redidla

Vysledky prokéazaly prukazné rozdily (P<0,05-0,01) mezi jednotlivymi byky
v motilit¢ spermii, stejné tak v podilu zivych/mrtvych spermii barvenim po odbéru,
po rozmrazeni, i v poklesu motility spermii béhem TDT. Vysledky jsou v souladu s praci
Jezkova et al. (2008), ktefi popisuji vyznamny efekt individuality plemennych bykt a

dojenych krav na reprodukéni vykonnost.

Vliv pouzitého fedidla byl statisticky vyznamny (P<0,01), lepSich vysledk
Vv prezitelnosti spermii bylo dosazeno u Zloutkovych fedidel Optidyl® a Triladyl®
(P<0,05-0,01). Potvrdily se tak zavéry studie Celeghini et al. (2008), ktefi dospéli
ke stejnému zavéru, Ze ostatni porovnavana fedidla byla lepsi nez Bioxcell®. Naproti tomu
vysledky Stradaioli et al. (2007) prokazaly, ze ID nafedéné bezzloutkovym fedidlem
Bioxcell® dosahly prukazné lepsich vysledki. Nepotvrdily se tak zavéry praci Herold et al.
(2003) a Janett et al. (2005), Ze bezzloutkové fedidlo AndroMed® je vhodnéjsim fedidlem
ke kryokonzervaci by¢iho spermatu. NaSe vysledky opakované prokazaly lepsi kvalitu ID
konzervovanych zloutkovymi fedidly. Potvrdily se tak zavéry studie Muifio et al. (2007),

ze Zloutkova fedidla maji pozitivni vliv na kryokonzervaci spermii.

Vysledky jsou detailnéji popsany a diskutovany v publikaci 1 (Beran et al., 2012a).
6.1.2 Vliv pouzité mrazici kfivky
Nejvyssi hodnoty primérné motility spermii (+2,97 % do +10,37 %; (P<0,05-0,01)
po rozmrazeni a v prubéhu TDT byly detekovany u dvoufazové mrazici kiivky se stfedni

rychlosti mrazeni (viz graf 1, publikace 2 — Dolezalova et al., 2015), ktera je ale odlisna od

standardné pouZzivané mrazici kfivky pro byci ejakulat. Potvrdily se tak zavéry prace
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Watson (2000), ze stiedni rychlost mrazeni umoznuje optimalni dehydrataci spermii béhem
mrazeni a minimalizuje negativni efekt na Spermie, zejména brani tvorbé ledovych
krystald. Vysledky se také shoduji se zavéry studie Januskauskas et al. (2005), Ze mrazeni
zpusobuje pokles celkové motility spermii, stejné jako progresivni motility spermii v pred

za hlavic¢kou.

Nejvyssi hodnoty motility spermii byly pii pouziti dvou fazové mrazici kiivky
detekovany u osmi bykl z deviti. Rozdily mezi byky byly statisticky prakazné (P<0,01).
To je v souladu se zavéry prace Amann et Katz (2004), Zze odolnost spermii vici nizkym
teplotam se prikkazné 1iSi nejen mezi jednotlivymi plemeniky, ale i mezi jednotlivymi
ejakulaty od jednoho plemenika. Také Defoin et al. (2007) prokazali rozdilné efekty

mrazeni na naslednou motilitu spermii po rozmrazeni ID.

Vysledky jsou detailnéji popsany a diskutovany v publikaci 2 (Dolezalova et al.,
2015).

6.1.3 Vliv pridavku LDL cholesterolu do redidel spermatu byk

pred kryokonzervaci

Test na odolnost spermii vi€i chladovému Soku patii mezi hlavni metody
pro hodnoceni kvality spermatu (Benson et al., 1967). Lepsi ptezitelnost spermii byla
detekovéana u variant nafedénych AndroMedem® a Bioxcellem®, coz je v souladu

s vysledky Stradaioli et al. (2007).

Dale byl testovan vliv ptidavku LDL cholesterolu do fedidel. U variant
obohacenych o LDL cholesterol byl detekovan nizsi pokles podilu Zivych spermii (P<0,05).
Bylo tedy prokazano, ze LDL cholesterol vykazuje pozitivni vliv na spermie jiz
pted kryokonzervaci. Pozitivni vliv LDL byl detekovan také napf. v pracich Hu et al.
(2010) a Vera-Munoz et al. (2011). Vysledky jsou detailn€ji popsany a diskutovany
Vv publikaci 3 (Stadnik et al., 2015a).
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Na zéklad¢ vysledki této studie bylo pokracovano ve vyzkumu s cilem ovéfit, zda
LDL cholesterol v fedidle spermatu bykt ovliviiuje kvalitu insemina¢nich davek i po jejich

mrazeni a rozmrazeni.

6.1.4 Vliv pridavku LDL cholesterolu do redidel spermatu byk

po kryokonzervaci

Pouziti kompletniho vajeéného zloutku v fedidlech spermatu byka obnasi riziko
vyskytu specifickych probléma (Wall et Foote, 1999). Snahou mnoha védeckych tymt bylo
ovéfit moznost nahrady vajeéného Zloutku v fedidlech LDL cholesterolem. NaSe vysledky
(publikace 4; Simonik et al., 2016) prokazaly pozitivni efekt piidavku LDL do fedidla
Bioxcell® (P<0,05) na vétSinu kinematickych parametri spermii v obou sledovanych

¢asech inkubace, U AndroMedu® byly vysledky nekonzistentni.

Ve svétle skuteCnosti, ze existuji nekonzistentni vysledky o kryoprotektivni
ucinnosti fedidel na bazi sdjového lecitinu (Muifio et al., 2008), ze LDL cholesterol je
kryoprotektivni slozkou vaje¢ného Zloutku (Moussa et al., 2002) a hlavni metodou, jak
zvysit kryoprotektivni vlastnosti spermii, je modifikovani sloZeni pouZitého tedidla (Holt,
2000), byl v navazujici studii (publikace 5; Simonik et al., 2019) zkouman vliv piidavku
LDL cholesterolu pouze do fedidel spermatu bykd na bazi sojového lecitinu. Kromé
motility a zivotaschopnosti spermii byla hodnocena také integrita plazmatické membrany,
akrozomu a mitochondrii po kryokonzervaci za pouziti metody CASA, priutokové
cytometric a fluorescenéni mikroskopie. K vyhodnoceni vysledkii byla pouzita také
clusterova analyza, ktera umoznuje hodnoceni jednotlivych subpopulaci spermii ve vzorku

(Holt et al., 2007).

Nejvétsi podil spermii byl detekovan v subpopulaci rychlych spermii, projevil se tak
pozitivni vliv adice LDL, a to u obou sledovanych fedidel (P<0,05). Ferraz et al. (2014)
potvrdili, Ze podil spermii v subbpopulaci rychlych spermii koreluje s naslednou

oplozovaci schopnosti.
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Podobné jako u motility, se projevil pozitivni vliv LDL i na integritu akrozomu
spermii. Jako prikazny (P<0,05) se ukazal v ptipadé ptidavku LDL do fedidla Bioxcell®.
Zajimavé je, Ze pii hodnoceni funkéniho stavu mitochondrii se efekt LDL projevil jako
vyznamny (P<0,05) naopak u fedidla AndroMed®, coz pravdépodobné souvisi s odlisSnym
slozenim obou fedidel. Potvrdily se zavéry praci Hu et al. (2011) a Perumal et al. (2016).

Procento zivych spermii po rozmrazeni s intaktni plazmatickou membranou nebylo
piekvapivé pritomnosti LDL v zaddném z fedidel zvySeno. Lze predpokladat, ze rozdily
ve vlivu LDL mohou souviset s odlisnym slozenim samotnych fedidel, pfedev§im pokud
jde o0 zastoupeni sojového lecitinu v nich. Vysledky jsou detailngji popsany a diskutovany
v publikaci 5 (Simonik et al., 2019).

6.2 Vybrané faktory ovlivnujici reprodukéni vykonnost dojnic

6.2.1 Vliv kvality cervikalniho hlenu

Féaze tije krav mize byt detekovana analyzou krystalickych struktur cervikalniho
hlenu (Ahmadi et al., 2005). Z vysledk publikace 6 (Beran et al., 2013a) vyplyva,
ze U nejvétsitho podilu vzorka (30,7 %) byla vnejvhodnéjsi dobé pro inseminaci
detekovana kaprad’ovita krystalizace, coz bylo potvrzeno také v praci Hegediisova et al.
(2010). Vysledky dale prokazaly individualni rozdily v reakci jednotlivych plemenic
na Ovsynch® protokol (55 % plemenic bylo inseminovano v nevhodnou dobu
pro inseminaci). Toto je vsouladu svysledky prace Alkar et al. (2011), ze pre-
synchronizace fije pouZzitim GnRH 7 dni pfed zafatkem Ovsynch® protokolu nevede

ve vSech ptipadech ke zlepSeni reprodukéni schopnosti dojnic.

Dale bylo prokdzano, Ze se zvySujicim se obsahem acetonu a mocoviny v CH se
zvySoval podil krav inseminovanych v nevhodnou dobu, tedy, které po inseminaci
nezabiezly. Vyssi koncentrace mocoviny (>260 mg/l) a acetonu (>5 mg/l) negativné
ovlivnily také piezitelnost spermii v hlenu (P<0,05-0,01). Vysledky prokazaly, Zze
uspésnost inseminace je ovlivnéna intenzitou metabolismu dojnic a kvalita CH ovlivni

naslednou pfezitelnost spermii v ném. Vysledky této studie blize specifikovaly a Iépe
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popsaly (podrobnéji a v SirSich souvislostech) piedchozi publikované pribézné vysledky
vyzkumného tymu (Jezkova et al., 2007, 2008; Stadnik et al., 2008, 2011; Beran et al.,
2011b, 2011c, 2012b).

6.2.2 Vliv obsahu mastnych kyselin v mléce

Intenzita energetického metabolismu dojnic se méni zejména v prvni fazi laktace
(Duchacek et al., 2012), dochazi ke ztratam energie a k rozvoji NEB (Walsh et al., 2011).
Zvysujici se dojivost dojnic po oteleni také vede ke zménam obsahu MK v mléce a
zhorSeni reprodukéni vykonnosti dojnic (Reist et al., 2000). Dalsi vyzkum byl proto
zaméfen na vyhodnoceni vztahi mezi obsahem MK v mléce na pocatku laktace a ukazateli
reprodukce (insemina¢nim intervalem, servis periodou a insemina¢nim indexem) dojnic
holstynského (publikace 7, Duchacek et al., 2015) a ¢eského strakatého skotu (publikace 8,
Stadnik et al., 2015b).

Vysledky vyhodnoceni obsahu hlavnich mlécnych slozek (tuk, bilkoviny) byly
u holstynského skotu v souladu s dfive publikovanymi vysledky Buttchereit et al. (2012),
u deského strakatého skotu v souladu s pracemi Komprda et al. (2005) a Rehak et al.
(2012). Vysledky vyhodnoceni zmén télesné kondice holstynskych dojnic byly pak
v souladu s praci Marsalek et al. (2008).

U obou sledovanych plemen byly prokdzany zavislosti mezi obsahem SFA, resp.
MUFA v mléce v prvni fazi laktace a sledovanymi ukazateli reprodukce. Prikazné zvyseni
insemina¢niho indexu (+0,15 az +0,29 insemina¢ni davky) a servis periody (+8,16 az
+15,44 dni) bylo detekovano u cCeskych strakatych krav s nejnizSim obsahem SFA
(P<0,05-0,01), coz je v souladu s vysledky Bastin et al. (2011) a Komprda et al. (2005).
Naproti tomu, u krav s nejvyssim obsahem MUFA byly nalezeny prukazné vyssi hodnoty
inseminaéniho indexu (40,13 az +0,30), i servis periody (+7,26 az +15,35) (P<0,05-0,01).
Podobné trendy byly detekovany 1 u holStynskych plemenic. Obsah mastnych kyselin
vV mléce je mozné vyuzit jako pomocné kritérium pro vyhledani krav s potencialnimi

reprodukénimi problémy (Stadnik et al., 2015b).
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7 ZAVER

Cilem piedkladané habilita¢ni prace bylo determinovat a vyhodnotit vybrané vlivy
na oplozovaci schopnost ejakulatu bykt pted a po kryokonzervaci a vlivy nékterych faktort

ovliviyjicich reprodukéni vykonnost dojnic.

7.1 Vybrané faktory ovliviujici oplozovaci schopnost ejakulatu

byku pred a po kryokonzervaci

7.1.1 Vliv byka a pouzitého redidla

ZhorSend kvalita inseminacnich davek bykid je jednim z faktorti souvisejicich

S poklesem zabtezavani krav a jalovic.

Vysledky publikace 1 (Beran et al., 2012a) potvrdily prikazny vliv byka na motilitu
spermii pfed, i po rozmrazeni insemina¢ni davky (P<0,01).

SloZeni pouzitého fedidla mélo prikazny vliv na podil Zivych a mrtvych spermii
barvenim po odbéru (P<0,05), po rozmrazeni (P<0,05), i na pokles motility spermii béhem

TDT v citratu sodném (P<0,01).

Potadi vhodnosti fedidel na zakladé hodnoceni motility spermii ve vSech
sledovanych ¢asech TDT bylo nasledujici: Optidyl®, Triladyl®, AndroMed®, Bioxcell®.
Tato zjiSténi potvrzuji vyssi kvalitu inseminacnich davek vyrobenych za pouziti fedidel na

bazi vaje¢ného Zloutku.

7.1.2 Vliv pouzité mrazici kfivky

Kvalita kryokonzervovanych inseminacnich davek je ovlivnéna také pribéhem,

resp. rychlosti mrazeni. Vysledky publikace 2 (Dolezalova et al., 2015) prokazaly,
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7e dvoufazova mrazici kiivka byla detekovana jako nejvhodnéjsi ve vztahu k pohyblivosti
spermii po rozmrazeni.
Vysledky naznacuji vhodnost individualni kryokonzervace kazdého ejakulatu

za ucelem zvyseni jeho oplozovacich schopnosti po rozmrazeni.

7.1.3 Vliv pridavku LDL cholesterolu do redidel spermatu bykl

pred kryokonzervaci

Vysledky publikace 3 (Stadnik et al., 2015a) potvrdily pozitivni vliv pfidavku LDL
cholesterolu do ftedidel spermatu bykd na rezistenci spermii vici chladovému Soku,

zejména diky niz§imu poklesu podilu zivych spermii béhem 120 min. testu (P<0,05).

Dal§i vyzkum je nutny pro vyhodnoceni ucinku adice LDL b&hem, resp.
po ekvilibraci a také pro vyhodnoceni optimalni koncentrace LDL v rtiznych typech fedidel

spermatu bykd.

7.1.4 Vliv pridavku LDL cholesterolu do redidel spermatu byki

po kryokonzervaci

Vysledky prvni série testtl publikované v praci Simonik et al. (2016) prokazaly, Ze
kryoprotektivni u¢inek bezzloutkovych fedidel spermatu byka lze zlepsit pfidanim LDL

cholesterolu.

Vysledky navazujici studie (publikace 5, Simonik et al., 2019) déle potvrdily, Ze
LDL cholesterol pozitivné reaguje se sdjovym lecitinem obsazenym v obou testovanych
fedidlech a zlepSuje funk¢ni parametry bycCich spermii po rozmrazeni ID. Zalezi vSak na

typu pouzitého fedidla.
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7.2 Vybrané faktory ovlivihujici reprodukéni vykonnost dojnic

7.2.1 Vliv kvality cervikalniho hlenu

Nejvétsi zastoupeni (30,7 %) z hodnocenych vzorkd cervikalnich hlent méla
kaprad’ovita krystalizace, ktera se vyskytuje u plemenic v optimalni dob& pro inseminaci.
Tento podil je ale velmi nizky vzhledem k faktu, Ze se jednd o dojnice S hormonalné

nac¢asovanou inseminaci.

Daéle byly zjiStény vyznamné zévislosti sledovanych ukazateld kvality cervikélniho
hlenu na ptezitelnost byc¢ich spermii. Prikkazné nejvyssi hodnoty motility spermii v prub&éhu
celého testu prezitelnosti spermii v cervikalnim hlenu byly detekovany u krav

inseminovanych v optimalni fazi estru (podle typu krystalizace, P<0,05-0,01).

Z vysledku publikace 6 (Beran et al., 2013a) je dale patrny trend klesajici Grovné
motility spermii v zavislosti na zvySujicim se obsahu mocoviny, resp. acetonu ve vzorcich
cervikalniho hlenu (P<0,05-0,01) — obsah mocoviny v cervikalnim hlenu nad 260 mg/1 a

obsah acetonu nad 5 mg/l negativné ovlivnil pfezitelnost spermii (P<0,05-0,01).

7.2.2 Vliv obsahu mastnych kyselin v mléce

Na zéklad¢ sledovani u holstynskych dojnic (publikace 7, Duchacéek et al., 2015)
Ize konstatovat, ze k projevu NEB dochazi nejvyraznéji v prvnich osmi tydnech laktace.
MIécna uzitkovost se zvySovala do 8. tydne, zatimco BCS klesala az do tfetiho mésice
laktace. Obsahy SFA a MUFA signifikantn¢ korelovaly se vS§emi hodnocenymi ukazateli
reprodukéni vykonnosti dojnic (inseminaéni interval, servis perioda, insemina¢ni index;

P<0,05-0,01).

Vysledky zjisténé u dojnic Ceského strakatého skotu (publikace 8, Stadnik et al.,
2015b) naznacuji té€sné vztahy mezi obsahem SFA, resp. MUFA v mléce v prvnich péti
tydnech laktace s hodnocenymi reprodukénimi ukazateli (inseminac¢ni interval, insemina¢ni

index, servis perioda). Sledované reprodukéni parametry byly lep$i u krav s vys$im
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obsahem SFA v mléce (s méné hlubokou NEB). Naopak méné ptiznivé hodnoty
sledovanych reprodukénich ukazateld byly zjistény u krav s vys$sim obsahem MUFA
(s vysokou NEB).

Vyhodnoceni profilu mastnych kyselin v mléce béhem prvnich tydnii laktace mize
byt pouzito jako pomocné kritérium pro urCeni krav s vétSim rizikem reprodukénich

problémi u obou sledovanych plemen, tj. holstynského i ¢eského strakatého skotu.

37



8 SEZNAM POUZITE LITERATURY

Ahmadi, M. R., Kafi, M., Ghodrat, M. 2005. Crystallization and the number of neutrophils
increase in the cervical mucus as parturition approaches in dairy cows. Comparative
Clinical Pathology. 14. 72-75.

Aires, V. A., Hinsch, K. D., Mueller-Schloesser, F., Bogner, K., Mueller-Schloesser, S.,
Hinsch, E. 2003. In vitro and in vivo comparison of egg yolk-based and soybean
lecithin-based extenders for cryopreservation of bovine semen. Theriogenology. 60.
269-279.

Aktas, M. S., Ozkanlar, S., Ucar, O., Ozkanlar, Y., Kaynar, O., Aytekin, I. 2011.
Relationships between Body Condition Score and some metabolic blood parameters

in early lactating dairy cows. Revue De Medecine Veterinaire. 162. 586-592.

Alkar, A., Tibary, A., Wenz, J. R., Nebel, R. L., Kasimanickam, R. 2011.
Presynchronization with GnRH 7 days prior to resynchronization with Co-Synch
did not improve pregnancy rate in lactating dairy cows. Theriogenology. 76. 1036—
41.

Amann, R. P., Katz, D. F. 2004. Reflections on CASA after 25 years. Journal
of Andrology. 25. 317-325.

Amer, H. A. 2008. Effect of body condition score and lactation number on selected

reproductive parameters in lactating dairy cows. Global Veterinaria. 2. 130-137.

Amirat, L., Anton, M., Tainturier, D., Chatagnon, G., Battut, I., Courtens, J. L. 2005.
Modifications of bull spermatozoa induced by three extenders: Biociphos, low
density lipoprotein and Triladyl, before, during and after freezing and thawing.
Reproduction. 129. 535-543.

Amirat, L., Tainturier, D., Jeanneau, L., Thorin, C., Gerard, O., et al. 2004. Bull semen
invitro fertility after cryopreservation using egg yolk LDL: a comparison with

Optidyl®, a commercial egg yolk extender. Theriogenology. 61. 895-907.

38



Amirat-Briand, L., Bencharif, D., Vera-Munoz, O., Pineau, S., Thorin, C., et al. 2010.
In vivo fertility of bull semen following cryopreservation with an LDL (low density
lipoprotein) extender: Preliminary results of artificial inseminations. Animal
Reproduction Science. 122. 282—-287.

Arav, A., Yavin, S., Zeron, Y., Natan, D., Dekel, I., Gacitua, H. 2002a. New trends

in gamete’s cryopreservation. Molecular and Cellular Endocrinology. 187. 77-81.

Arav, A., Zeron, Y., Shturman, H., Gacitua, H. 2002b. Successful pregnancies in cows
following double freezing of a large volume of semen. Reproduction Nutrition
Development. 42. 583-586.

Barbas, J. P., Mascarenhas, R. D. 2009. Cryopreservation of domestic animal sperm cells.
Cell Tissue Bank. 10. 49-62.

Bastin, C., Berry, D. P., Soyeurt, H., Gengler, N. 2012. Genetic correlations of days open
with production traits and contents in milk of major fatty acids predicted by mid-

infrared spectrometry. Journal of Dairy Science. 95. 6113-21.

Bastin, C., Gengler, N., Soyeurt, H. 2011. Phenotypic and genetic variability of production
traits and milk fatty acid content across days in milk for Walloon Holstein first-

parity cows. Journal of Dairy Science. 94. 4152-163.

Bauman, D. E., Mather, I. H., Wall, R. J., Lock, A. L. 2006. Major advances associated
with the biosynthesis of milk. Journal of Dairy Science. 89. 1235-43.

Benson, R. W., Pickett, B. W., Komarek, R. J., Lucas, J. J. 1967. Effect of incubation and
cold shock on motility of boar spermatozoa and their relationship to lipid content.
Journal of Animal Science. 26. 1078-&.

Beran, J., Stadnik, L., Duchacek, J., Okrouhla, M., Dolezalova, J., Kadlecova, V., Ptacek,
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.

Beran, J., Stadnik, L., Bezdi¢ek, J., Louda, F., Citek, J., Duchagek, J. 2012a. Effect of sire
and extender on sperm motility and share of live or dead sperm in bulls‘ fresh

ejaculate and in Al doses after thawing. Archiv fiir Tierzucht. 55. 207-218.

39



Beran, J., Stadnik, L., Duchacek, J., Okrouhla, M. 2012b. Relationships between changes
in Holstein cow’s body condition, acetone and urea content in milk and cervical
mucus and sperm survival. Acta Universitatis Agriculturae et Silviculturae
Mendeleianae Brunensis. 60. 39-48.

Beran, J., Stadnik, L., Duchacek, J., TouSova, R., Louda, F. 2011a. Effect of bulls’ breed,
age and body condition score on quantitative and qualitative traits of their semen.
Acta Universitatis Agriculturae et Silviculturae Mendeleianae Brunensis. 59. 37—
44,

Beran, J., Duchagek, J., Stadnik, L., Okrouhla, M., Citek, J. 2011b. Relationships among
crystallization, acetone and urea content in dairy cows cervical mucus.
In: Proceedings of the 15th European Society for Domestic Animal Reproduction
(ESDAR), Antalya, Turkey, 15-17 September. Reproduction in Domestic Animals.
46 (3). 89-89.

Beran, J., Stadnik, L., Duchagek, J., Okrouhla, M., Stolc, L. 2011c. Vliv t&lesné kondice
dojnic na kvalitu jejich cervikdlniho hlenu. In: Zbornik prispevkov ,, VI. Vedecké
konferencie doktorandov s medzindrodnou ucastou®, 24. 11. 2011. SPU v Nitre,
s. 88-90. ISBN: 80-552-0693-6.

Bergeron, A., Manjunath, P. 2006. New insights towards understanding the mechanisms
of sperm protection by egg yolk and milk. Molecular Reproduction and
Development. 73. 1338-44.

Berry, D. P., Veerkamp, R. F., Dillon, P. 2006. Phenotypic profiles for body weight, body
condition score, energy intake, and energy balance across different parities and

concentrate feeding levels. Livestock Science. 104. 1-12.

Bewley, J. M., Schutz, M. M. 2008. Review: An interdisciplinary review of body condition
scoring for dairy cattle. The Professional Animal Scientist. 24. 507-529.

Bhoite, U. Y., Sutar, D. A., Ulmek, E. R. 2008. Studies on semen quality of crossbred
bulls. Indian Veterinary Journal. 85. 53-55.

Bousseau, S., Brillard, J. P., Marquant-Le Guienne, B., Guerin, B., Camus, A., Lechat, M.

1998. Comparison of bacteriological qualities of various egg yolk sources and

40



the in vitro and in vivo fertilizing potential of bovine semen frozen in egg yolk

or lecithin based diluents. Theriogenology. 50. 699-706.

Brito, L. F. C., Silva, A., Rodrigues, L. H., Vieira, F. V., Deragon, L. A. G., Kastelic, J. P.
2002. Effect of age and genetic group on characteristics of the scrotum, testes and
testicular vascular cones, and on sperm production and semen quality in Al bulls
in Brazil. Theriogenology. 58. 1175-86.

Buttchereit, N., Stamer, E., Junge, W., Thaller, G. 2012. Genetic parameters for energy
balance, fat/protein ratio, body condition score and disease traits in German

Holstein cows. Journal of Animal Breeding and Genetics. 129. 280-288.

Celeghini, E. C. C., de Arruda, R. P., de Andrade, A. F. C., Nascimento, J., Raphael, C.F.,
Rodrigues, P. H. M. 2008. Effects that bovine sperm cryopreservation using two
different extenders has on sperm membranes and chromatin. Animal Reproduction
Science. 104. 119-131.

Chaveiro, A., Andrade, M., Borba, A. E. S., Silva, F. M. 2011. Association between
plasma and milk urea on the insemination day and pregnancy rate in early lactation

dairy cows. Iranian Journal of Applied Animal Science. 1. 221-225.

Clark, C. E. F., Fulkerson, W. J., Nandra, K. S., Smith, H., Macmillan, K. L. 2006. Pattern
of change in the concentration of milk acetone and its association with ovarian

activity for pasture-based cows in early lactation. Livestock Science. 105. 144-150.

Clulow, J. R., Mansfield, L. J., Morris, L. H. A., Evans, G., Maxwell, W. M. C. 2008.
A comparison between freezing methods for the cryopreservation of stallion

spermatozoa. Animal Reproduction Science. 108. 298-308.

Cotter, P. Z., Goolsby, H. A., Prien, S. D. 2005. Preliminary evaluation of a unique
freezing technology for bovine spermatozoa cryopreservation. Reproduction
in Domestic Animals. 40. 98-99.

Crespilho, A. M., Sa Filho, M. F., Dell’Aqua, J. A. Jr., Nichi, M., Monteiro, G. A., et al.
2012. Comparison of in vitro and in vivo fertilizing potential of bovine semen

frozen in egg yolk or new lecithin based extenders. Livestock Science. 149. 1-6.

41



Curry, M. R. 2000. Cryopreservation of semen from domestic livestock. Reviews
of Reproduction. 5. 46-52.

DelJarnette, J. M. 2010. The evolution of sex-sorted semen in the US dairy industry.
Journal of Dairy Science. 93. 783-783.

Defoin, L., Granados, A., Donnay, I. 2007. Can one predict the resistance of bull sperm
to cryopreservation by analyzing motility parameters before freezing? Reproduction
Fertility and Development. 19. 123-123.

Dolezalova, M., Stadnik, L., Biniova, Z., Duchacek, J., Beran, J. 2015. The effect of the
freezing curve type on bull spermatozoa motility after thawing. Acta Veterinaria
Brno. 84. 383-391.

Duchacek, J., Beran, J., Ptacek, M., Stadnik, L., Okrouhla, M., TouSova, R., Dolezalova, 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.

Duchacek, J., Stadnik, L., Ptadek, M., Beran, J., Okrouhla, M., Citek, J., Stupka, R. 2014.
Effect of cow energy status on the hypercholesterolaemic fatty acid proportion in
raw milk. Czech Journal of Food Sciences. 32. 273-279.

Esposito, G., Irons, P. C., Webb, E. C., Chapwanya, A. 2014. Interactions between
negative energy balance, metabolic diseases, uterine health and immune response

in transition dairy cows. Animal Reproduction Science. 144. 60-71.

Ferraz, M. A. M. M., Morato, R., Yeste, M., Arcarons, N., Pena, A. |, et al. 2014.
Evaluation of sperm subpopulation structure in relation to in vitro sperm-oocyte
interaction of frozen-thawed semen from Holstein bulls. Theriogenology. 81. 1067—
72.

Flint, A. P. F. 2006. Dairy cow fertility: An inherited disease. Cattle Practice. 14. 29-32.

Gil, J., Januskauskas, A., Haard, M., Johannisson, A., Soderquist, L., Rodriguez-Martinez,
H. 2000. Functional sperm parameters and fertility of bull semen extended

in Biociphos-Plus and Triladyl. Reproduction in Domestic Animals. 35. 69-77.

42



Gillan, L., Kroetsch, T., Maxwell, W. M. C., Evans, G. 2008. Assessment of in vitro sperm
characteristics in relation to fertility in dairy bulls. Animal Reproduction Science.
103. 201-214.

Gravance, C. G., Casey, M. E., Casey P. J. 2009. Pre-freeze bull sperm head morphometry
related to post-thaw fertility. Animal Reproduction Science. 114. 81-88.

Gravance, C. G., Vishwanath, R., Pitt, C., Garner, D. L., Casey, P. J. 1998. Effects
of cryopreservation on bull sperm head morphometry. Journal of Andrology. 19.
704-7009.

Guida, M., Tommaselli, G. A., Palomba, S., Pellicano, M., Moccia, G., Di Carlo, C.,
Nappi, C. 1999. Efficacy of methods for determining ovulation in a natural family

planning program. Fertility and Sterility. 72. 900-904.

Gulliver, C. E., Friend, M. A, King, B. J., Clayton, E. H. 2012. The role of omega-3
polyunsaturated fatty acids in reproduction of sheep and cattle. Animal

Reproduction Science. 131. 9-22.

Guo, K., Russek-Cohen, E., Varner, M. A., Kohn, R. A. 2004. Effects of milk urea
nitrogen and other factors on probability of conception of dairy cows. Journal
of Dairy Science. 87. 1878-85.

Gustafsson, A. H., Emanuelson, U. 1996. Milk acetone concentration as an indicator
of hyperketonaemia in dairy cows: the critical value revised. Animal Science. 63.
183-188.

Hafez, E. S. E., Hafez, B. 2000. Reproduction in Farm Animals. 7" Ed. Wiley-Blackwell.
USA. p. 509.

Hanus, O., Kucera, J., Yong, T., Chladek, G., Holasek, R., Ttinacty, J., Gencurova, V.,
Sojkova, K. 2011. Effect of sires on wide scale of milk indicators in first calving

Czech Fleckvieh cows. Archiv fiir Tierzucht. 54. 36-50.

Hanus, O., Frelich, J., Tomaska, M., Vyletélova, M., Gencurova, V., et al. 2010.
The analysis of relationships between chemical composition, physical,
technological and health indicators and freezing point in raw cow milk. Czech

Journal of Animal Science. 55. 11-29.

43



Hanus, O., Frelich, J., Kron, V., Riha, J., Pozdisek, J. 2004. Kontrola télesné kondice,
zdravotniho stavu a vyzivy dojnic a zlepSovini jejich produkce. Ustav

zemédelskych a potravinaiskych informaci Praha. 72 s. ISBN: 80-7271-146-6.

Hanus, O., Skyva, J., Ficnar, J., Jilek, M., Tichacek, A., Jedelska, R., Dolinkova, A. 1999.
Poznamky k interpretacnim postupiim hodnoceni vysledkli obsahti keton a acetonu

(Ketotest) v individualnich vzorcich mléka. Vyzkum v chovu skotu. 41. 17-34.

Hartlova, H., Rajmon, R., Krontoradova, 1., Mamica, J., Zita, L., et al. 2013. Semen
quality, lipid peroxidation, and seminal plasma antioxidant status in horses with

different intensities of physical exercise. Acta Veterinaria Brno. 82. 31-35.

Hegedii$ové, Z., Louda, F., Riha, J., Kubica, J. 2010. Detekce iije v chovech skotu — cesta

ke zlepseni uirovné reprodukce. Rapotin: Agrovyzkum Rapotin, s. r. 0. 38 s. ISBN:
80-87144-21-3.

Hegediidova, Z., Slezdkova, M., Bjelka, M., Riha, J. 2009. Content of Acetone and Urea

in Cervical Mucus in Cows. Reproduction in Domestic Animals. 44. 107-107.

Herold, F. C., Gerber, D., Aurich, J. E. 2003. Influence of homologous seminal plasma
on bovine epididymal semen frozen with Triladyl® or AndroMed®. Wiener
tierdrztliche Monatsschrift. 90. 58—-61.

Hofirek, B, Dvorak, R., Némecek, L., Dolezel, R., Pospisil, Z. (eds.). 2004. Nemoci skotu.
Brno: Noviko a. s. ISBN: 80-86542-19-5.

Hoflack, G., Opsomer, G., van Soom, A., Maes, D., de Kruif, A., Duchateau, L. 2006.
Comparison of sperm quality of Belgian Blue and Holstein Friesian bulls.
Theriogenology. 66. 1834-46.

Holt, W. V., O'Brien, J., Abaigar, T. 2007. Applications and interpretation of computer-
assisted sperm analyses and sperm sorting methods in assisted breeding and

comparative research. Reproduction Fertility and Development. 19. 709-718.

Holt, W. V. 2000. Basic aspects of frozen storage of semen. Animal Reproduction Science.
62. 13-22.

44



Hu, J. H., Jiang, Z. L., Lv, R. K, Li, Q. W,, Zhang, S. S., Zan, L. S., et al. 2011.
The advantages of low-density lipoproteins in the cryopreservation of bull semen.
Cryobiology. 62. 83-87.

Hu, J. H., Li, Q. W,, Zan, L. S, Jiang, Z. L., An, J. H., Wang, L. Q., Jia, Y. H. 2010. The
cryoprotective effect of low-density lipoproteins in extenders on bull spermatozoa

following freezing-thawing. Animal Reproduction Science. 117. 11-17.

Janett, F., Keo, S., Bollwein, H., Héssig, M., Thun, R. 2005. Comparison of AndroMed®,
Bioxcell® and Triladyl® extenders for cryopreservation of bull semen. Schweiz

Arch Tierheilkd. 147. 62-62.

Jankowska, M., Sawa, A., Neja, W. 2010. Effect of milk urea and protein levels on fertility

indices in cows. Journal of Central European Agriculture. 11. 475-480.

Januskauskas, A., Lukoseviciute, K., Nagy, S., Johannisson, A., Rodriguez-Martinez, H.
2005. Assessment of the efficacy of Sephadex G-15 filtration of bovine

spermatozoa for cryopreservation. Theriogenology. 63. 160-178.

Januskauskas, A., Johannisson, A., Rodriguez-Martinez, H. 2003. Subtle membrane
changes in cryopreserved bull semen in relation with sperm viability, chromatin

structure, and field fertility. Theriogenology. 60. 743-758.

Januskauskas, A., Johannisson, A., Soderquist, L., Rodriguez-Martinez, H. 2000.
Assessment of sperm characteristics post-thaw and response to calcium ionophore

in relation to fertility in Swedish dairy Al bulls. Theriogenology. 53. 859-875.

Januskauskas, A., Gil, J., Soderquist, L., Haard, M. G. M., Haard, M. C., et al. 1999. Effect
of cooling rates on post-thaw sperm motility, membrane integrity, capacitation
status and fertility of dairy bull semen used for artificial insemination in Sweden.
Theriogenology. 52. 641-658.

Jezkova, A., Stadnik, L., Vacek, M., Louda, F. 2008. Factors affecting the cervical mucus
crystallization, the sperm survival in cervical mucus, and pregnancy rates

of Holstein cows. Journal of Central European Agriculture. 9. 377-384.

45



Jezkova, A., Stadnik, L., Louda, F. 2007. Study of cervical mucus crystallization, sperm
survival in cervical mucus and reproductive results of Holstein cows. In: Book
of abstracts of the 58th Annual Meeting of the European Association for Animal
Production (EAAP), Dublin, Ireland, 26-29 August. No 13. 235-235. ISBN:
9086860451.

Karoui, S., Diaz, C., Serrano, M., Cue, R., Celorrio, 1., Carabafio, M. J. 2011. Time trends,
environmental factors and genetic basis of semen traits collected in Holstein bulls

under commercial conditions. Animal Reproduction Science. 124. 28-38.

Kelso, K. A., Redpath, A., Noble, R. C., Speake, B. K. 1997. Lipid and antioxidant
changes in spermatozoa and seminal plasma throughout the reproductive period of

bulls. Journal of Reproduction and Fertility.109. 1-6.

Kommisurd, E., Berg, K. A. 1996. The influence of duration of sexual preparation
on bovine semen characteristics and fertility rates. Reproduction in Domestic
Animals. 31. 369-371.

Komprda, T., Dvorak, R., Fialova, M., Sustova, K., Pechova, A. 2005. Fatty acid content
in milk of dairy cows on a diet with high fat content derived from rapeseed. Czech
Journal of Animal Science. 50. 311-319.

Kubesova, M., Fajmon, T., Frelich, J., Travnicek, J., Marsalek, M. 2009. Analysis of milk
urea and milk citrate content during the postpartal period and their impact

on reproduction in dairy cows. Vyzkum v chovu skotu. 51. 2-13.

Kuisma, P., Andersson, M., Koskinen, E., Katila, T. 2006. Fertility of frozen-thawed
stallion semen cannot be predicted by the currently used laboratory methods. Acta

Veterinaria Scandinavica. 48. 14.

Kumar, S., Millar, J. D., Watson, P. F. 2003. The effect of cooling rate on the survival
of cryopreserved bull, ram, and boar spermatozoa: a comparison of two controlled-

rate cooling machines. Cryobiology. 46. 246-253.

Kvapilik, J., Bucek, P., Kuera, J. et al. 2019. Rocenka — Chov skotu v Ceské Republice —
Hlavni vysledky a ukazatele za rok 2018. Praha: Ceskomoravska spolednost

chovatell, a. S. 77 S.

46



Layek, S. S., Mohanty, T. K., Kumaresan, A., Parks, J. E. 2016. Cryopreservation of bull
semen: evolution from egg yolk based to soybean based extenders. Animal

Reproduction Science. 172. 1-9.

LeBlanc, S. 2010. Assessing the association of the level of milk production
with reproductive performance in dairy cattle. Journal of Reproduction
and Development. 56. S1-S7.

Leite, T. G, do Vale, V. R, de Arruda, R. P., de Andrade, A. F. C., Emerick, L. L., et al.
2010. Effects of extender and equilibration time on post-thaw motility and
membrane integrity of cryopreserved Gyr bull semen evaluated by CASA and flow

cytometry. Animal Reproduction Science. 120. 31-38.

Liu, J., Westhusin, M., Long, C., Johnson, G., Burghardt, R., Kraemer, D. 2010. Embryo
production and possible species preservation by nuclear transfer of somatic cells

isolated from bovine semen. Theriogenology. 74. 1629-35.

Louda, F., Van¢k, D., Jezkova, A., Stadnik, L., Bjelka, M., Bezdicek, J., Pozdisek, J. 2008.
Uplatneéni biologickych zdsad pri Fizeni reprodukce plemenic. Rapotin: Vyzkumny

ustav pro chov skotu, s.r.o. 56 s. ISBN: 80-87144-05-3.

Louda, F., Bjelka, M., Jezkova, A., Pozdisek, J., Stadnik L., Bezdic¢ek J. 2007. Zdsady
vyuzivani plemennych bykit v podminkach prirozené plemenitby. Rapotin:

Vyzkumny tstav pro chov skotu, s.r.o. 43 s. ISBN: 80-87144-01-5.

Lucy, M. C. 2001. ADSA Foundation Scholar Award — Reproductive loss in high-
producing dairy cattle: Where will it end? Journal of Dairy Science. 84. 1277-93.

MacMillan, K. L., Lean, I. L., Westwood, C. T. 1996. The effects of lactation
on the fertility of dairy cows. Australian Veterinary Journal. 73. 141-147.

Machaty, Z., Peippo, J., Peter, A. 2012. Production and manipulation of bovine embryos:
Techniques and terminology. Theriogenology. 78. 937-950.

Marsalek, M., Zednikova, J., Pesta, V., KubeSova, M. 2008. Holstein cattle reproduction
in relation on milk yield and body condition score. Journal of Central European
Agriculture. 9. 621-628.

47



Mathevon, M., Buhr, M. M., Dekkers, J. C. M. 1998. Environmental, management, and
genetic factors affecting semen production in Holstein bulls. Journal of Dairy
Science. 81. 3321-30.

Matousek, J., Riha, J., Sriefi, V., Veselsky, L., Louda, F. 1989. Penetration of cervical-
mucus and other body-fluids by bull sperm in capillary tubes. Animal Reproduction
Science. 18. 161-166.

Maurya, V. P., Tuli, R. K. 2003. Post-thaw thermal resistance test on motility and
acrosomal integrity of filtered and non-filtered frozen semen of Murrah buffalo

bulls. Asian-Australasian Journal of Animal Sciences. 16. 1424-28.

Miglior, F., Sewalem, A., Jamrozik, J., Lefebvre, D. M., Moore, R. K. 2006. Analysis
of milk urea nitrogen and lactose and their effect on longevity in Canadian dairy

cattle. Journal of Dairy Science. 89. 4886-94.

Moce, E., Blanch, E., Tomas, C., Graham, J. K. 2010. Use of cholesterol in sperm
cryopreservation: present moment and perspectives to future. Reproduction
in Domestic Animals. 45. 57-66.

Moussa, M., Martinet, V., Trimeche, A., Tainturier, D., Anton, M. 2002. Low density
lipoproteins extracted from hen egg yolk by an easy method: cryoprotective effect

on frozen-thawed bull semen. Theriogenology. 57. 1695-1706.

Muifio, R., Tamargo, C., Hidalgo, C. O., Pefia, A. I. 2008. Identification of sperm
subpopulations with defined motility characteristics in ejaculates from Holstein
bulls: Effects of cryopreservation and between-bull variation. Animal Reproduction
Science. 109. 27-39.

Muino, R., Fernandéz, M., Pefia, A. |. 2007. Post-thaw survival and longevity of bull
spermatozoa frozen with an egg yolk-based or two egg yolk-free extenders after an

equilibration period of 18 h. Reproduction in Domestic Animals. 42. 305-311.

Murphy, E. M., Murphy, C., O'Meara, C., Dunne, G., Eivers, B., Lonergan, P., Fair, S.
2017. A comparison of semen diluents on the in vitro and in vivo fertility of liquid

bull semen. Journal of Dairy Science. 100. 1541-54.

48



Nichi, M., Bols, P. E. J., Zuge, R. M., Barnabe, V. H., Goovaerts, I. G. F., Barnabe, R. C.,
Cortada, C. N. M. 2006. Seasonal variation in semen quality in Bos indicus and Bos

taurus bulls raised under tropical conditions. Theriogenology. 66. 822—-828.

Nowicki, A., Baranski, W., Baryczka, A., Janowski, T. 2017. OvSynch protocol and its
modifications in the reproduction management of dairy cattle herds-an update.

Journal of Veterinary Research. 61. 329-336.

Pace, M. M., Graham, E. F. 1974. Components in egg yolk which protect bovine

spermatozoa during freezing. Journal of Animal Science. 39. 1144-49.

Palmer, M. A., Olmos, G., Boyle, L. A., Mee, J. F. 2010. Estrus detection and estrus
characteristics in housed and pastured Holstein-Friesian cows. Theriogenology. 74.
255-264.

Perumal, P., Srivastava, S. K., Ghosh, S. K., Baruah, K. K., Bag, S., et al. 2016. Effects
of low-density lipoproteins as additive on quality parameters and oxidative stress
following cryopreservation of mithun (Bos frontalis) spermatozoa. Reproduction
in Domestic Animals. 51. 708-716.

Petit, H. V., Dewhurst, R. J., Proulx, J. G., Khalid, M., Haresign, W., Twagiramungu, H.
2001. Milk production, milk composition, and reproductive function of dairy cows

fed different fats. Canadian Journal of Animal Science. 81. 263-271.

Pryce, J. E., Coffey, M. P., Brotherstone, S. 2000. The genetic relationship between calving
interval, body condition score and linear type and management traits in registered

Holsteins. Journal of Dairy Science. 83. 2664—71.

Pfinosilova, P., Kopecka, V., Hlavicova, J., Kunetkova, M. 2014. Modified hypoosmotic
swelling test for the assessment of boar and bull sperm sensitivity

to cryopreservation. Acta Veterinaria Brno. 83. 313-327.

Reist, M., Koller, A., Busato, A., Kiipfer, U., Blum, J. W. 2000. First ovulation and ketone
body status in the early postpartum period of dairy cows. Theriogenology. 54. 685—
701.

49



Roche, J. R., Friggens, N. C., Kay, J. K., Fisher, M. W., Stafford, K. J., Berry, D. P. 2009.
Invited review: Body condition score and its association with dairy cow

productivity, health and welfare. Journal of Dairy Science. 92. 5769-5801.

Roche, J. F., Mackey, D., Diskin, M. D. 2000. Reproductive management of postpartum

cows. Animal Reproduction Science. 60. 703-712.

Rodriguez-Martinez, H. 1998. Optimization of sperm quality in Al bulls. Reproduction
in Domestic Animals. 33. 233-237.

Rossi, F., Righi, F., Romanelli, S., Quaranteli, A. 2008. Reproductive efficiency of dairy
cows under negative energy balance conditions. Annali della Facolta di Medicina
Veterinaria di Parma. 28. 173-180.

Royal, M. D., Darwash, A. O., Flint, A. P. E., Webb, R., Woolliams, J. A., Lamming, G. E.
2000. Declining fertility in dairy cattle: changes in traditional and endocrine

parameters of fertility. Animal Science. 70. 487-501.

Rutllant, J., Lopez-Bejar, M., Lopez-Gatius. F. 2005. Ultrastructural and rheological
properties of bovine vaginal fluid and its relation to sperm motility and fertilization:

a review. Reproduction in Domestic Animals. 40. 79-86.

Rehak, D., Volek, J., Barton, L., Vodkova, Z., KubeSova, M., Rajmon, R. 2012.
Relationships among milk yield, body weight, and reproduction in Holstein and

Czech Fleckvieh cows. Czech Journal of Animal Science. 57. 274-282.

Rehak, D., Rajmon, R., Kube$ova, M., Stipkova, M., Volek, J., Jilek, F. 2009.
Relationships between milk urea and production and fertility traits in Holstein dairy
herds in the Czech Republic. Czech Journal of Animal Science. 54. 193-200.

Riha, J., Frelich, J., Golda, J., Vangk, D. 1998. Alternative methods utilizing
embryotransfer (ET) for the formation of beef cattle herds. Archiv fiir Tierzucht. 41.
345-357.

Salmon, V. M., Leclerc, P., Bailey, J. L. 2016. Cholesterol-loaded cyclodextrin increases
the cholesterol content of goat sperm to improve cold and osmotic resistance and

maintain sperm function after cryopreservation. Biology of Reproduction. 94.

50



Sansone, G., Nastri, M. J. F., Fabbrocini, A. 2000. Storage of buffalo (Bubalus bubalis)

semen. Animal Reproduction Science. 62. 55-76.

Saragusty, J., Gacitua, H., Rozenboim, I., Arav, A. 2009a. Protective effects of iodoxanol

during bovine sperm cryopreservation. Theriogenology. 71. 1425-32.

Saragusty, J., Gacitua, H., Zeron, Y., Rozenboim, I., Arav, A. 2009b. Double freezing

of bovine semen. Animal Reproduction Science. 115. 10-17.

Saragusty, J., Gacitua, H., Pettit M. T., Arav A., 2007. Directional freezing of equine

semen in large volumes. Reproduction in Domestic Animals. 42. 610-615.

Siddique, M., Ali, R., Raza, A. 2006. Effect of buffers on freezing of buffalo bull semen.

Journal of Agriculture & Social Sciences. 2. 117-119.

Sieme, H., Oldenhof, H., Wolkers, W. F. 2015. Sperm membrane behaviour during cooling

and cryopreservation. Reproduction in Domestic Animals. 50. 20—-26.

Soyeurt, H., Dardenne, P., Gillon, A., Croquet, C., Vanderick, S., Mayeres, P., Bertozzi,
C., Gengler, N. 2006. Variation in fatty acid contents of milk and milk fat within

and across breeds. Journal of Dairy Science. 89. 4858-65.

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

resistance. Acta Veterinaria Brno. 84. 125-131.

Stadnik, L., Duchacek, J., Beran, J., Tousova, R., Pta¢ek 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.

Stadnik L., Dolezalova, M., Duchacek, J. 2015c. Viiv mrazici krivky na kvalitativni
ukazatele inseminacni davky. Praha: Copy Centrum Powerprint. 27 s. ISBN: 80-
213-2615-6.

Stadnik L., Beran, J., Dolezalovéa, M., Duchacek, J., Tousova, R. 2014. Vybrané faktory
ovliviwjici kvantitativni a kvalitativni ukazatele ejakulatu byki. Praha: Copy
Centrum Powerprint. 37 s. ISBN: 80-213-2536-4.

51



Stadnik, L., Beran, J., Duchagek, J., Citek, J. 2011. Relationships between crystallization
of cervical mucus, sperm survival in this mucus and selected reproduction results
in dairy cows. In: Proceedings of the 15th European Society for Domestic Animal
Reproduction (ESDAR), Antalya, Turkey, 15-17 September. Reproduction in
Domestic Animals. 46 (3). 151-151.

Stadnik, L., Jezkova, A., Vacek, M. 2008. Factors affecting sperm survival in cervical
mucus and pregnancy rates of OVSYNCH-treated Holstein cows. Scientia

Agriculturae Bohemica. 39. 24-30.

Stradaioli, G., Noro, T., Sylla, L., Monaci, M. 2007. Decrease in gluthathione (GSH)
content in bovine sperm after cryopreservation: Comparison between two

extenders. Theriogenology. 67. 1249-55.

Simonik, O., Sichtat, J., Beran, J., Manaskova-Postlerova, P., Timova, L., Dolezalova, M.,
Folkova, P., Stadnik, 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.

Simonik, O., Rajmon, R., Stadnik, L., Sichtat, J., Beran, J., Duchagek, 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.

gpalekové, E., Makarevich, A. V., Kubovic¢ova, E., Ostro, A., Chrenek, P. 2014. Effect
of caffeine on functions of cooling-stored ram sperm in vitro. Acta Veterinaria
Brno. 83. 19-25.

Tamadon, A., Kafi, M., Saeb, M., Ghavami, M. 2011. Association of milk yield and body
condition score indices with the commencement of luteal activity after parturition
in high producing dairy cows. Iranian Journal of Veterinary Research. 12. 184—
191.

Tapia, J. A., Macias-Garcia, B., Miro-Moran, A., Ortega-Ferrusola, C., Salido, G. M., et al.
2012. The membrane of the mammalian spermatozoa: Much more than an inert

envelope. Reproduction in Domestic Animals. 47. 65-75.

52



Tas, M., Bacinoglu, S., Cirit, U., Ozdas, O. B., Ak, K. 2007. Relationship between bovine
fertility and the number of spermatozoa penetrating the cervical mucus within

straws. Animal Reproduction Science. 101. 18-27.

Thara, K. M., Nair, S. 2007. Sire effect on in vitro fertilizability of matured cattle oocytes.
Indian Journal of Biotechnology. 6. 421-422.

Thun, R., Hurtado, M., Janett, F. 2002. Comparison of Biociphos-Plus® and TRIS-egg yolk

extender for cryopreservation of bull semen. Theriogenology. 57. 1087-94.

Tsiligiani, T., Karagiannidis, A., Brikas, P., Saratsis, P. 200la. Physical properties
of bovine cervical mucus during normal and induced (progesterone/PGF2alfa)

estrus. Theriogenology. 55. 629-640.

Tsiligiani, T., Karagiannidis, A., Brikas, P., Saratsis, P. 2001b. Chemical properties
of bovine cervical mucus during normal estrus and estrus induced by progesterone
and/or PGF2alfa. Theriogenology. 56. 41-50.

Vacek, M., Stadnik, L., Stipkova, M. 2007. Relationships between the incidence of health
disorders and the reproduction traits of Holstein cows in the Czech Republic. Czech
Journal of Animal Science. 52. 227-235.

van Wagtendonk-de Leeuw, A. M., Haring, R. M., Kaal-Lansbergen, L., den Daas, J. H. G.
2000. Fertility results using bovine semen cryopreserved with extenders based

on egg yolk and soy bean extract. Theriogenology. 54. 57-67.

Vera-Munoz, O., Amirat-Briand, L., Bencharif, D., Anton, M., Desherces, S., et al. 2011.
Effect of low-density lipoproteins, spermatozoa concentration and glycerol
on functional and motility parameters of bull spermatozoa during storage at four
degrees C. Asian Journal of Andrology. 13. 281-286.

Vera-Munoz, O., Amirat-Briand, L., Diaz, T., Vasquez, L., Schmidt, E., et al. 2009. Effect
of semen dilution to low-sperm number per dose on motility and functionality of
cryopreserved bovine spermatozoa using low-density lipoproteins (LDL) extender:
Comparison to Triladyl (R) and Bioxcell (R). Theriogenology. 71. 895-900.

Verberckmoes, S., Van Soom, A., Dewulf, J., de Kruif, A. 2005. Comparison of three

diluents for the storage of fresh bovine semen. Theriogenology. 63. 912-922.

53



Vishwanath, R., Shannon, P. 2000. Storage of bovine semen in liquid and frozen state.

Animal Reproduction Science. 62. 23-53.

Wall, R. J., Foote, R. H. 1999. Fertility of bull sperm frozen and stored in clarified egg
yolk-Tris-glycerol extender. Journal of Dairy Science. 82. 817-821.

Walsh, S. W., Williams, E. J., Evans, A. C. O. 2011. A review of the causes of poor
fertility in high milk producing dairy cows. Animal Reproduction Science. 123.
127-138.

Wathes, D. C., Fenwick, M., Cheng, Z., Bourne, N., Llewellyn, S., et al. 2007. Influence
of negative energy balance on cyclicity and fertility in the high producing dairy

cow. Theriogenology. 68. 232—-241.

Watson, P. F. 2000. The causes of reduced fertility with cryopreserved semen. Animal
Reproduction Science. 60. 481492,

Zaaijer, D., Counotte, G. H. M., Sol, J., Smidt, W. J., Broadbent, P. J. 1993. Changes
in the composition of cervical mucus of the cow during the estrous-cycle

as parameters for predicting potential fertility. Theriogenology. 39. 569-580.

Zhang, X. G., Hong, J. Y., Yan, G. J., Wang, Y. F., Li, Q. W., Hu, J. H. 2015. Association
of heat shock protein 70 with motility of frozen-thawed sperm in bulls. Czech
Journal of Animal Science. 60. 256—262.

54



