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Vliv délky ekvilibrace na motilitu spermii bykii po rozmrazeni

Kratilova, K.
Zemédélska fakulta

JihoGeska univerzita v Ceskych Bud&jovicich

Abstrakt

Cilem prace bylo sledovat zménu motility spermii bykii po rozmrazeni
Vv zévislosti na dobé ekvilibrace pfed mrazenim inseminacnich davek. Déle byl
stanoven procentudlni podil progresivni aktivity spermii po rozmrazeni z pramérné
progresivni aktivity spermii po odbéru. Hodnoceni probihalo u 6 bykt, pfiblizné
stejného v&ku, chovanych za stejnych podminek na inseminacni stanici. Odebrano
bylo 15 ejakulatid od kazdého byka a nasledné zpracovano do inseminacnich davek,
které byly rozdéleny do ¢étyt skupin podle délky ekvilibrace: 1, 3, 8 a 24 hodin.
Ekvilibrace probihala v chladni¢ce pfi teplot¢ 5 °C. Poté byly davky zmrazeny
a po tydnu skladovani v tekutém dusiku hodnoceny. Primérné hodnoty vstupnich
parametrii byly: progresivni motilita pii odbérech méla hodnotu 74,63+9,07 %,
mnozstvi ejakulatu 10,08 g a hustota 0,91 x 10° mI*! spermii.

Vysledky dokumentuji vys$8i progresivni motilitu spermii pfi del§i dobé
ekvilibrace (8 a 24 hodin) na rozdil od dob kratsich (1 a 3 hodiny) (p <0,01). Nejlepsi
procentualni progresivni motilita byla zaznamenana pti dob¢ ekvilibrace 8 hodin,
kdy méla 58,74+13,92 % z pocatecni hodnoty (43,84 % skutecné progresivni
aktivity). Pfi hodnoceni progresivni motility spermii bykd po rozmrazeni byly mezi
byky zaznamenany statistické rozdily (p <0,05), které se projevily u byka ¢. 4 v dobé
ekvilibrace 24 hodin.

Stanoveni progresivni motility spermii bykd je vyznamné z hlediska
hodnoceni fertility byka. Doba ekvilibrace je pouze jednim z mnoha faktort

pusobicich na kvalitu vyrobenych inseminacnich davek.

Klicova slova: byk; sperma; motilita; doba ekvilibrace; rozmrazeni



Effect of equilibration time on thawing motility on bull sperm

Kratilova, K.
Faculty of Agriculture

University of South Bohemia in Ceské Budg&jovice

Abstract

The aim of the study was to monitor the change in motility of bull sperm post-
thawing depending on the time of equilibration before freezing of insemination doses.
The percentage of progressive sperm activity post-thawing was determined
from the average progressive sperm activity after collection. The evaluation was
performed on 6 bulls, approximately the same age, reared under the same conditions
at the insemination station. 15 ejaculates were taken from each bull and subsequently
processed into insemination doses, which were divided into four groups according
to the length of equilibration: 1, 3, 8 and 24 hours. Equilibration was performed
in a refrigerator at 5 © C. The doses were then frozen and evaluated after one week
of storage in liquid nitrogen. The mean values of the input parameters were:
progressive motility at sampling was 74.63 + 9.07, the amount of ejaculate 10.08 g
and the density 0.91x 108 mI sperm.

The results document higher progressive sperm motility with longer
equilibration times (8 and 24 hours) as opposed to shorter times (1 and 3 hours)
(p <0.01). The best procentual progressive motility was recorded at the equilibration
time of 8 hours, when it was 58.74 + 13.92 % of the initial value (43,84 % of real
progresive aktivity). When evaluating the progressive motility of bull sperm
after thawing, statistical differences were observed between bulls (p <0.05).

Determination of the progressive motility of bull sperm is important in terms
of assessing bull fertility. The equilibration time is only one of many factors

influencing the quality of the produced insemination doses.

Key words: bull, semen; motility; equilibring time; post-thaw
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1 Uvod

Celosvétova poptavka po zivocisnych bilkovinach v poslednich desetiletich
enormng¢ vzrostla, coz vyzaduje zvySenou ucinnost produkce potravin po celém svéte.
Toho je mozné dosdhnout umélou inseminaci krav, ktera je jiz bézné pouzivanou
metodou reprodukce ve velkochovech, ale i u mensich chovatelti. U vétSiny druht
dominuje pouziti chlazeného spermatu, zatimco u skotu je pravidlem
kryokonzervace, coz znamena uchovavani biologického materialu pod bodem mrazu.

Kryokonzervace spermii ptispiva k rozsifeni reprodukénich technik jako je
umélé oplodnéni, oplodnéni in vitro, sexovani semene i embryotransferu. Vyznam
kryokonzervace neni pouze v reprodukci, nybrz jeho velky vyznam je i v uloZeni
genetického materialu, jako geneticky zdroj, ale také i v biomedicinském vyzkumu.
Vyznamné je i zkraceni generacniho intervalu a moznost vybéru specifickych znak
v dané populaci.

Konzervované semeno nizkymi teplotami napomaéhaji také kiizeni na velké
vzdalenosti. Plemenéiské spolecnosti bézn¢ nabizeji inseminacni davky ze zemi EU
1z USA aj. Pouziti je velmi vyhodné i ve velkochovech, kde by piirozena reprodukce
nebyla moznd vzhledem k technologickym i organizatnim moZnostem chovu.
Zaroven usnadiiuje naslednou diagnostiku gravidity a tim 1 lepsi prib¢eh biezosti krav
(ptesnéjsi doba zasuSeni a datum predpokladaného porodu).

Zpracovani spermatu ma obecné vliv na naslednou aktivitu spermii. Proto je
dilezité se vénovat jednak samotnému bykovi, ale také kazdému kroku pfi zpracovani
ejakulatu, které miiZe snizit ¢i ohrozit Zivotnost spermii.

Pro spravné zamrazeni a uchovani se pouZzivaji fedidla, které obsahuji
kryoprotektiva. Tyto latky pomahaji spermatu preZit nizké teploty pifi konzervaci
a zaroven zlepSuji obnoveni po rozmrazeni. Pfidanim fedidla zaind interakce
ejakulatu s obsahem fedidla. Pro vytvofeni rovnovahy je nutny urcity cas, kterému
se fika doba ekvilibrace.

Jak pro plemenaiské spole¢nosti, tak pro chovatele, je prioritou vysoka kvalita
inseminacnich davek. Na kvalitu spermii po rozmrazeni ma vliv mnoho faktord,
od zdravi byka, pfes vyzivu, odbér, zpracovani, uchovani, az po uskladnéni
a manipulaci. Proto je dulezité dodrzovat vSechna doporuceni ve vSech krocich,
aby doslo k wuchovani vysoké kvality. To vede k lepSim chovatelskym

a tim i ekonomickym vysledkam.
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2 Literarni prehled

2.1 Historie

2.1.1 Historie inseminace

Existuji pfibéhy ze 14. stoleti o Arabech, ktefi ziskavali sperma z pochvy
pfipusténych klisen patficich ke konkurencnim skupindm a pomoci spermatu
inseminovali své vlastni klisny (FOOTE, 2002) zavedenim baviny do jejiho
reprodukéniho organu (LONERGAN, 2018).

Leeuwenhoek (1678) a jeho asistent Hamm byli prvni lidé, kteti spattili
sperma, které nazvali ,,animalcules” (FOOTE, 2002; OMBELET et ROBAYS, 2015).
Témet o 100 let pozdéji Lazaro Spallanzani (1771) pozoroval animalcules u rtiznych
druhti zvirat, v€etné lidi, a zaroven dokumentoval fertiliza¢ni schopnosti (PRATHIMA
et al., 2015). Vénoval se i umélé inseminaci a byl prvni, komu se povedla Gspé$na
inseminace u feny (1784), ktera porodila tii $ténata o 62 dni pozdé¢ji (FOOTE, 2002;
OMBELET et ROBAYsS, 2015).

V roce 1897 Heape, vynikajici reprodukéni biolog z Cambridge, v n¢kolika
zemich uvedl, Ze byla pouzita uméla inseminace (Al) v izolovanych studiich s kraliky,
psy a konmi (FOOTE, 2002; OMBELET et ROBAYS, 2015).

V roce 1899 popsal prvni pokusy vyvinout praktické metody umélé
inseminace Ilya Ivanovi¢ Ivanoff (Rusko, 1870-1932). Byl prikopnikem ve vybéru
vynikajicich hiebct, ktefi znasobili své potomstvo prostifednictvim Al. Prace Ivanoffa
prevzal dalsi rusky védec Milovanov, ktery navrhl prvni umélé vaginy, velmi
podobné tém, které se dnes pouzivaji (FOOTE, 2002; OMBELET et ROBAYsS, 2015;
LONERGAN, 2018).

V roce 1909 byla ruskym ministerstvem zemedélstvi ziizena laboratot urcena
pro skoleni veterindii v technikdch umélé inseminace. Velké rozmnozovani krav
prostfednictvim Al bylo poprvé provedeno v Rusku, kde bylo v roce 1931 chovéano
19 800 krav (LONERGAN, 2018).

Ve 40. letech dansti veterinafi zavedli metodu rektovaginalni fixace krc¢ku
umoziujici zavedeni ejakulatu do déloZniho ¢ipku nebo do téla délohy. Toto zlstava

standardni metodou Al u skotu (LONERGAN, 2018).
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2.1.2 Historie konzervace

Ptredpoklada se, ze Spallanzani byl prvni, kdo oznamil uc¢inky chlazeni
na lidské sperma, kdyz v roce 1776 poznamenal, Ze sperma chlazena sné¢hem se stala
nehybnou (OMBELEt et ROBAYS, 2015).

Phillips a Lardy (1939) jako prvni pouzili vajecny zloutek k ochran¢ bycich
spermatickych bun¢k pied tepelnym Sokem po ochlazeni. Salisbury a kol. (1941)
zlepsili médium pouzitim vajecného zloutku s citratem sodnym, coz umoznilo pouziti
spermatu pii 5 °C aZ po dobu tii dnti. Polge a spolupracovnici (1949) byli prvni, kdo
zmrazil dribezi a by¢i spermie pomoci glycerolu v fedidle (OMBELET et ROBAYS,
2015; LONERGAN, 2018). Tento postup umoznil vétsi ¢asové, a tedy i prostorové
oddéleni mezi odbérem spermatu a inseminaci (LIEBERMAN et al., 2016). V roce 1950
védci z Cornell University (New York) objevili pfinos antibiotik pfidanych
do roztoku spermii v procesech umélé inseminace. Takzvany Cornellliv nastavec
obsahoval antibiotickou smés penicilinu, streptomycinu a polymyxinu B a byl
pouzivan po mnoho let jako standard. Antibiotika se stale pouZzivaji pro ochranu
pied moznou kontaminaci (OMBELET et ROBAYS, 2015; LONERGAN, 2018).

Arthur Walton (1897—-1959) v Anglii vedl studie na Cambridge o skladovani
a manipulaci se spermatem a jeho dalkové piepravé. Uspésné odeslal chlazené krali¢i
sperma. Walton nasledné pouzil termosku obsahujici drceny led, aby odeslal
do Polska chlazené sperma pfti 10 °C (LONERGAN, 2018).

Dénu Serensenovi je pfipisovan vynalez pejety pro baleni tekutého spermatu,
ktera byla dale vyvinuta a upravena Francouzem Robertem Cassou a nyni se pouZiva
po celém svété pro zpracovani a skladovani zmrazeného spermatu (LONERGAN,
2018).

V roce 1953 Dr. Jerome K. Sherman, americky prikopnik v zmrazovani
spermii, predstavil jednoduchou metodu zachovani lidského spermatu pomoci
glycerolu. Kombinoval to s pomalym ochlazovanim spermatu a skladovanim s tuhym
oxidem uhli¢itym jako chladivem. Sherman také poprvé prokazal, ze zmrazené
spermie, kdyZ jsou rozmrazeny, byly schopny oplodnit vajicko a vyvolat jeho
normalni vyvoj (OMBELET et ROBAYS, 2015).

Ve svéte se zvysila poptavka po spermatu vybranych byka. Pro jeji uspokojeni
byla zvolena cesta maximalizace zisku spermii od jednoho byka. Kdyz byly ejakulaty

odebirany za srovnatelnych podminek, vyskytly se velké rozdily ve produkci
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spermatu bykd. Byly vyvinuty metody pro hodnoceni jak kvality, tak kvantity
spermatogeneze u byki (FOOTE, 2002).

2.2 Pohlavni dospélost bykt

Pohlavni dosp€lost bykti je charakterizovana produkci ejakulatu
S minimalnim mnoZstvim spermii 50 milionit a s ne méné nez 10% progresivni
motilitou (RAWLINGS et al., 2008; THUNDATHIL et al., 2016). Kromé& toho musi mit
byci odpovidajici libido a dostate¢n¢ vyvinut penis, aby doslo ke kopulaci a ejakulaci
(THUNDATHIL et al., 2016). Zakladem libida a schopnosti pafeni je nenaruseny priab¢h
nepodminénych pohlavnich reflexi. Schopnost oplozeni je déna kvalitou
produkovanych spermii (HOFIREK et al., 2009).

Varlata byka rostou relativné pomalu az do veéku piiblizn€ 25 tydni
a poté dochazi k rychlé fazi riistu az do puberty ve véku 37-50 tydni. Béhem casné
postnatalni faze pomalejsiho ristu varlat, prespermatogonii a nékterych
spermatogonii, vznikaji dospélé buitkky Leydigovy a produkuji se nediferencované
Sertoliho buiiky. Rychly rast varlat po véku 25 tydntl spoc¢iva ve vyrazném zvétSeni
praméru a délky semennych kanalkti, dramatické proliferaci a diferenciaci
zarode¢nych bunék, ptfi¢emz zralé spermie se vyskytuji ve véku 32 az 40 tydnda.
Populace dospélych bunék Leydigovych je z velké ¢asti na misté ve veku 30 tydna
a populace bunék Sertoliho ve véku 30-40 tydnid. Koncentrace luteiniza¢niho
hormonu v séru se zvySuji od 4 do 5 tydnil véku, k ¢asnému postnatdlnimu vrcholu
ve véku 12-16 tydnt, nasleduje pokles na 25 tydni véku. Koncentrace folikuly
stimulujiciho hormonu v séru jsou vysoké postnatalné a postupné klesaji ptiblizné
do 25 tydni véku. Koncentrace testosteronu v séru se zvySuji béhem faze rychlého
rustu varlat. Casna postnatélni sekrece gonadotropinu je kliova pro zahajeni procesu
pohlavniho zrani u telete (RAWLINGS et al., 2008).

U bykt evropskych plemen je puberta dosazena v rozmezi piiblizné
37-50 tydnl v&ku, plemena mlécnych bykii o néco diive nez u plemen masnych
(RAWLINGS et al., 2008). Podle LouDY et al. (2007) se pohlavni dospélost u byka
dostavuje v 7 az 12 mésicich véku. Ejakulatu je nejprve nizsi mnozstvi s obsahem
nezralych a patologickych spermii, a vSak postupné (do 18-20 mésicli) nabyva

objemu i kvality.
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2.3 Spermatogeneze

Spermatogeneze je plné regulovany proces mnozeni zarode¢nych bunék
a diferenciace vedouci k produkci spermatu v semenotvornych tubulech, které jsou
nasledné ulozeny v epididymis (STAUB et JOHNSON, 2018) probihajici po dosaZzeni
pohlavni dospélosti. Tento proces se cyklicky opakuje kazdych 54 dni (u byki)
a probiha kontinualné v pribehu celého reprodukéniho obdobi. Kazdy dalsi zacina
ptiblizné se zpozdénim jedné ¢tvrtiny predeslého cyklu (JELINEK et KOUDELA, 2003).

WANG et al. (2019) rozdéluje spermatogenezi do tfi ¢asti: mitdzu, meidzu
a spermiogenezi. JELINEK et KOUDELA (2003) zahrnuje mitotické a meiotické déleni
do procesu zvaného spermatocytogeneze.

Prvni krok zahrnuje mitotické déleni bunék, které umoznuje mnozeni casného
stadia bunék, spermatogonii. Druhy krok vyZaduje meidzu, ve které diploidni buiky
tvofi haploidni buiiky. K déleni dochéazi, dokud nevzniknou kulaté spermatidy
(SUEDE et SAPRA, 2020) (Obrazek 1).

Po dvou kolech meiotickych déleni jsou generovany haploidni spermatidy
apoté je zahdjen jedinecny proces diferenciace, zvany spermiogeneze, za ucelem

produkce prodlouzenych spermatidt (WANG et al, 2019).

Obrazek 1: Schéma spermatogeneze
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Zdroj: https://biologigonz.blogspot.com/2015/10/soal-biologi-remedial-reprodiuksi-

kelas.html
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Vzniklé spermatidy prochézeji diferencidlnim procesem, ve kterém vzniknou
zralé spermie. Tento d&j, zvany spermiogeneze, zahrnuje strukturdlni zmény,
ke kterym dochazi v nékolika bunécnych kompartmentech. Jedna se o opétovné
zabaleni chromatinu pro transport, vyvoj akrosomu, prodlouzeni biciku, vytvoteni
mitochondrialniho plast¢ ve stfednim dilu a zmenSeni objemu cytoplazmy.

Poté se spermie uvoliuji do lumen semenotvornych kanalk (HORST et al., 2019).

2.4 Slozeni spermatu

Sperma (ejakulédt, semeno, cham) je vizkozni tekutina sloZzena ze spermii
a semenné plazmy (JELINEK et KOUDELA, 2003; KUBIiCEK, 2010). Fyziologické
sperma je smés sloZzena ze spermatozoi vyloucenych v sekretech z varlat a nadvarlat,
které se pii ejakulaci smichaji se sekretem z prostaty, semennych vacka
a bulbouretralnich zlaz (KUBICEK, 2010). Semenna tekutina je produkovéna hlavné,
ale nikoliv vylu¢né, ptidatnymi pohlavnimi zlazami (POIANI, 2006).

Semenna tekutina obsahuje komplexni médium molekul, které jsou nakladné
na tvorbu a které ovliviiuji vykon spermii (CORNWALLIS et O'CONNOR, 2009). Slozky
semenné plazmy mohou zahrnovat proteiny nebo peptidy semenné tekutiny, soli
a cukry, obranné slouceniny, lipidy, vodu a mikroby (PERRY et al., 2013). Podil
semenné plazmy u byk je 90 % (JELINEK et KOUDELA, 2003).

Z chemického pohledu semenna plazma obsahuje 90 g/100 ml vody,
6,8 g/100 ml proteinu, 460 az 600 ppm fruktéozy, 10 az 140 ppm sorbitolu,
620 az 800 ppm kyseliny citronove, 350 ppm glycerolfosfocholinu a 60 ppm inositolu
(BARszcz, 2012). Z enzymu je zde piitomna napiiklad alkalickd fosfataza,
laktatdehydrogendza,  glutamat-pyruvat  transaminaza,  glutamat-oxalacetat
transaminaza a dalsi (TALLURI et al., 2017).

Non-spermatické komponenty ejakulatu vykonavaji celou fadu funkci: jsou
Casto nezbytné pro plodnost, reguluji ukladani a pouZivani spermii a mohou vyrazné
ovlivnit kondici u obou pohlavi prostfednictvim uc€inki na fyziologii samic, chovani,
imunitu a také lze prostfednictvim spermatu ovlivnit vysledky konkurence mezi
samci (PERRY et al., 2013).

Semenna plazma slouzi jako prostiedek transportu ejakulovanych spermii
smérem k jejich cesté od nadvarlat k oocytu. Dalsi funkci semenné plazmy je
poskytnuti ochrany a vyzivy spermiim. Odhad biochemickych slozek a enzymu

v semenné plazmé Ize znacit jako biologické markery pro kvalitu spermatu, protoze
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jejich hladina ¢i hodnoty naznacuji funkei, integritu a poskozeni spermatu (TALLURI
etal., 2017).

JELINEK et KOUDELA (2003) uvadi primérny objem ejakulatu u bykt 4 ml
s pH 6,4-7.,0. Primérma koncentrace v 1 mm?® ejakulatu je 1 x 10° spermii, celkové
mnozstvi spermii v ejakulatu jsou 4 x 10° a podil semenné plazmy u byka tvoii 90 %.

Ejakulat by mél byt bélavé nazloutly az smetanovy.

2.4.1 Stavba spermii

Sav¢i spermatozoon je charakterizovan dvéma morfologickymi a funkénimi
¢astmi, tj. hlavickou (A) a bi¢ikem (obrazek 2), z nichz kazda je optimalizovana
pro specificky ukol. Ob¢ tyto jednotky jsou formovany a vytvafeny be&hem
cytomorfogenni faze spermatogeneze, tzv. spermiogeneze. Zatimco bicik je
motorickym modulem, ktery poméha zajistit ,,silu®, kterd pohani ejakulované sperma
do vejcovodu k mistu oplodnéni, hlavicka zapouzdii pfesné polovinu otcovského
genomu, ktery, jakmile pohlti zonu pellucidu, vede k tvorbé zygoty a pii obnové
diploidniho stavu. (BERRUTI et PAIARDI, 2014)

Na morfologii spermii ma vliv jak geneticky faktor, tak 1 faktor
enviromentalni a faktory ptisobici na spermie v pritbéhu zpracovani ejakulatu (BUTTS
etal., 2011).

Spermie je téméf bez cytoplazmy, s velkym jadrem obsahujici vysoce
kondenzované chromozomy, které brani transkripéni aktivité pro nahrazeni proteinti
(BARBAS et MASCARENHAS, 2008).

Morfologie hlavicky spermii byla identifikovana jako charakteristika, kterou
lze pouzit k predikci kvality spermatu u samce. Morfologické hodnoceni spermii ma
mimo jiné také vyznam pti zkoumani vhodnosti spermii ke kryokonzervaci (BUTTS
et al., 2011). Hlavicka je ovalného a zplostélého tvaru a je rozdélena do dvou
segmentl: pfedni akrosom a zadni postakrosomdlni oblast. Spojeni pfedni a zadni
oblasti je zndmé jako jaderny kruh. Zékladem piedniho akrosomu je jadro, které
pokracuje k bazi hlavicky (CHENOWETH et LORTON, 2014).

Akrosom je jedine€na membranova organela ¢epickového tvaru, odvozena
od Golgiho aparatu, umisténa nad piedni ¢asti jadra spermie (KHAWAR et al., 2019).
Tento kysely vakuol obsahuje fadu hydrolytickych enzymi, které, kdyz jsou
vylucovany, pomahaji spermiim proniknout do plasté vajicka (BERRUTI et PAIARDI,

2014). Ackoli jeho morfologie se lisi od druhu k druhu, dvé zakladni ¢asti tvori
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akrosom u vSech savcii: velka predni ¢ast, ktera se 1i8i tvarem (padlo, hacek a podobna
lopatce) a velikosti a rovnikovy segment, coZ je mensi a ten¢i ¢ast akrosomu nalezena
ve stiedu hlavicka spermatu. Akrosomalni obsah se nachazi mezi vnéjsi a vnitini
akrosomalni membranou (KHAWAR et al., 2019).

Nejvétsi  slozkou hlavicky spermii je jadro, které obsahuje vysoce
kondenzovanou DNA spojenou protaminy, specifickymi proteiny pro spermie.
Tento kondenzovany stav DNA charakterizuje buiiku jako nedélici se a transkripéné
neaktivni. Kompaktovana spermaticka DNA dale zaujima velmi maly objem
ve srovnani s DNA v mitotickém chromozomu. Jadro je obklopeno zvlastnim
cytoskeletdlnim komplexem perinuklearni theky, ktery se nazyva postakrosomalni

list (CHENOWETH et LORTON, 2014).

Obrazek 2: Stavba spermie

(Zdroj: http://www.embryology.ch/anglais/cgametogen/spermato05.html)

Vysvétlivky: 1 — plazmaticka membrana; 2 — vnéj§i akrozomalni membrana; 3 —akrosom; 4 — vnitini
akrosomalni membrana; 5 — jadro; 6 — proximalni centriola; 7 — zbytek distalni centrioly; 8 — vné&jsi

fibrézni vldkna; 9 — mitochondrie; 10 — axonema; 11 — terminalni disk (anulus); 12 — prstencova vlakna

Bic¢ik je organela zodpovédna za pohyb samc¢i gamety u vétSiny zvirat
(LINDEMANN et LESICH, 2016) a jeho spravna ultrastruktura je zasadni pro spravnou
funkci spermie. Dle struktury lze bicik rozdélit do ctyf hlavnich casti. Nejvice
proximalni ¢ast bi¢iku, zvana spojovaci ¢ast (B), se vaze k jadru uloZzeném v hlaviéce
spermie (TURNER, 2006). Kazdy z vné&jsich deviti mikrotubularnich dubleti je spojen
vnitinim a vnéj$im dienovym ramenem, pficemz tato vazba je zodpoveédna za hybnou

r o owr

silu spermie (TURNER, 2006; LINDEMANN et LESICH, 2016). Druha ¢ast, ¢ast sttedni
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(C), je definovana pritomnosti deviti vnéjSich hustych vlaken obklopujici kazdé
z deviti vng¢jSich axonemadlnich mikrotubuldrnach dubleti a mitochondridlnim
pouzdrem. Tato ¢ast je zakonCena prstencem, od kterého dale pokracuje hlavni ¢ast
(D). Na zac¢atku hlavni ¢asti se ukonéuje mitochondrialni pouzdro a dvé vné&jsi husta
vlakna, ktera jsou nahrazena dvéma podélnymi sloupci vlaknitého plasté (specifika
pro hlavni ¢ast). Koncova ¢ast (E) obsahuje pouze axoném obklopeny plazmovou
membranou (TURNER, 2006).

JELINEK et KOUDELA (2003) udavaji celkovou délku spermie 85 um,
Z ¢ehoz hlavicka méti 10 um, spojovaci ¢ast 15 pm a bicik 60 pm.

Spermie maji malou biosyntetickou aktivitu a zavisi do velké miry
na katabolické funkci, aby se udrzely Zivotaschopné (BARBAS et MASCARENHAS,
2008).

2.5 Metody odbéru ejakulatu

Na vyrobu insemina¢nich dévek se peclivé vybiraji byci s vysoce kvalitnim
ejakulatem jak z reproduk¢niho (pohlavni dospélost, sexualni libido a schopnost
kopulace), tak i z fyzického hlediska (hlavné poloha hrudnich a panevnich koncetin
a stavba paznehtu) (BARszcz et al., 2011). Vzorky spermatu mohou byt odebirany
nékolika metodami: pomoci umélé vaginy, vnitini umélé vaginy, elektroejakulatoru,
transrektalni masazi a transrektalni ultrazvukem tizené masazi (BAIEE et al., 2017).

Pii odbérech ejakulatu do umélé vaginy je hodnoceno sexualni libido,
ato formou Sestistupniového méfitka. Odbér spermatu se provadi ve specialni
mistnosti, kterda musi spliiovat hygienické a zdravotni podminky a musi mit
protiskluzovou podlahu (BARszcz et al., 2011). V piipoustédle se ptipravi byk,
tzv. atrapa (zafixovany, Cisty a suchy) nebo fantom a ptivede se byk k odbéru, ktery
je Cisty, s umytou piedkozkou. Kdyz je byk piipraven a dostatecné sexudlné
vydrazdén, skoci na atrapu ¢i fantoma. Technik nasméruje pyj pomoci piredkozky
k asti umélé pochvy a necha byka vysemenit (LOUDA et al., 2007).

Vnitini uméla vagina je levné zafizeni pro odbér spermatu, které se vklada
do vaginy tésn¢ za hloubku vestibularniho svérace kravy. Byk pii skoku na kravu
zasune pyj a sperma ejakuluje do vzorkového vaku (BARTH et al., 2004).

Dle SARsalFl et al. (2015) je transrektalni masaz zaméfena konkrétné
na vymeésovaci Zlazy umisténé na dorsalnim krku mocového méchyte u€innad metoda

pii ziskavani spermatu bykia. Masaz je provadéna rukou piiblizné dvé minuty.
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Pouziti transrektalni ultrazvukem fizené masazi ptidatnych pohlavnich 714z je
alternativni metodou odbéru spermatu u malych prezvykavcu. Tato metoda
nevyzaduje zadné elektrické impulsy, pfipadné pouze v malém mnoZstvi (ABRIL-
SANCHEZ et al., 2017).

Pomoci elektroejakulace je sperma odebirano snadno a efektivng, v soucasné
dobé se u vétsiny bykt ve svété provadi bez anestezie (BARTH et al., 2004) a vyZaduje
minimalni vybaveni. Elektricka stimulace je indukovana pomoci rektalni sondy, ktera
stimuluje nervy a piidatné pohlavni Zlazy k emitovani spermatu. V dobé¢ ejakulace je
peristaltika chamovodu a uzavieni wvnitinitho uretrdlniho svérace zplisobeno
sympatickym nervem; soucasné parasympatické impulsy zpisobuji peristaltiku
uretralniho svalu a vétev pudendéalniho nervu zpiisobuje kontrakci bulbospongiésniho
svalu k ejakulaci spermatu (BAIEE et al., 2017).

Hlavnim nedostatkem v protokolech o zdravotnim stavu bykt zalozenych
pouze na elektroejakulaci je vSak neschopnost posoudit libido a pateni. V nékterych
zemich byla tato praxe zakdzdna z divodi nedodrzovani welfare zvifat a byla
nahrazena novou metodou s pouzitim interni umélé vaginy, pii které lze zéroven
vyhodnotit sexualni libido bykt (BARTH et al., 2004).

Metody umélé vaginy a vnitini umélé vaginy produkuji vzorky spermatu
s nejvyssi koncentraci spermii vzhledem k jejich blizkosti k pfirozenému chovu.
Nevyhodou téchto metod je trénovani a zvykéani bykd na figurinu nebo atrapu,
U vnitini umélé vaginy je riziko i pfenos nemoci. Charakteristiky spermatu
odebraného metodou elektroejakulace byly lepsi nez transrektalni masazi, ale ne tak

kvalitni jako sperma odebrané pomoci umélé vaginy (BAIEE et al., 2017).

2.6 Redéni ejakulatu

Z divodu pozadavku na oplodnéni velkého pocétu krav kvalitnim semenem
od vybraného byka, je nutné jeho sperma nafedit kvalitnim prostiedkem,
tzv. fedidlem (RAHEJA et al., 2018). Redidlo je chemické médium pouzivané
Kk uchovani, zvétseni objemu a ochrané spermatickych bunek pred riznymi tepelnymi
Soky b€hem zpracovani, skladovani a ptepravy (RASAD et al., 2019). Kazdé fedidlo
by mélo byt izotonické, regulovat pH, chrénit pfed chladem, dodavat energii,
kontrolovat mikrobidlni kontaminaci, chranit v pribéhu mraZeni i rozmrazovani
a zachovavat plodnost spermii (BARBAS et MASCERENHAS, 2008; REHAJA et al.,

2018). Média obsahuji neprostupujici kryoprotektant (mléko nebo vajecny Zloutek),
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penetracni kryoprotektant (glycerol, ethylengylokol nebo dimethylsulfoxid), jeden
nebo vice cukrt (glukoéza, laktdza, rafindza, sachardza nebo trehaldza), soli (citrat
sodny, kyselina citronova) a antibiotika (penicilin, streptomycin) (BARBAS
et MASCERENHAS, 2008).

Pti mrazeni se tvofi led extracelularné a bunky se dehydratuji. To vede
k toxickym koncentracim intracelularnich soluti, které se béhem mrazeni nevraceji
k bazalnim koncentracim, coz ohrozuje Zivot bunék a zhorSuje Zivotné¢ dulezité
funkce spermii po rozmrazeni. Poskozeni vyvolané rozmrazenim muze byt
minimalizovano selektivnim pouzitim kryoprotektantii, jako je glycerol,
dimethylsulfoxid, ethylenglykol a propylenglykol. VSechny jsou vysoce rozpustné,
prostupujici slouceniny s nizkou az stfedni toxicitou pii nizkych koncentracich.
Pti dostate¢né koncentraci kryoprotektantii vysoké rychlosti ochlazovani nakonec
zpevni suspenzi spermii do metastabilniho sklovitého stavu bez tvorby ledu.
Toto se nazyva vitrifikace (RODRIGUEZ-MARTINEZ et VEGA, 2013).

Béhem kryokonzervace jsou primarné postizenym mistem biologické
membrany spermii. V prib&hu plsobeni nizSich teplot dochazi k naruSeni poméru
cholesterolu k fosfolipidu ve spermatickych biomembranach hlavné v disledku
odplaveni cholesterolu a dochazi k tvorbé cetnych reaktivnich druhti kysliku (ROS)
(REHAJA et al., 2018). Proto je Castym kryoprotektivem byc¢iho spermatu Zloutek
v fedidle, jejichz cholesterol je vazan na membranu spermii a tim zvySuji toleranci
chladu a zabranuji ztraté fosfolipidii z membrany (MURPHY et al., 2018a). Piikladem
komer¢né dostupnych Zloutkovych fedidel s Cerstvym Zloutkem jsou Triladyl®,
Biladyl® (Minitiibe, Tiefenbach, Némecko). Zloutkova fedidla jsou i s pridavkem
ionizovaného Zloutku jako napf. Optidyl® (Biovet, Fleurance, Francie) (BERAN et al.,
2014).

Kromé vajecného Zloutku se k zachovani plodnosti spermii pouziva také
homogenizované plnotuéné mléko, Cerstvé nebo rekonstituované odstfedéné mleko
a kokosové mléko. (REHAJA et al., 2018).

Vedle Zloutkovych fedidel je i fada bezZloutkovych, které jsou slozené
Z lecitinu a glycerolu bez obsahu zivocisnych proteinti, ¢imzZ je snizeno mikrobidlni
riziko bez ovlivnéni oplozovaci schopnosti spermii. Ptikladem komeréniho

bezzloutkového fedidla je AndroMed® (Minitiibe, Tiefenbach, Némecko), které je
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na bazi sdjového lecitinu, a napi. OptiXcell® (IMV Technologies, L'Eigle, Francie)
na liposomové bazi (BERAN et al., 2014).

Cukry nejsou schopny difundovat pies plazmatickou membranu ani vytvaiet
krystalti ledu. Cukry interaguji s fosfolipidy v plazmé a zvySuji preziti spermii
pii kryokonzervaci. Hodnota pH fedidla se pohybuje v rozmezi 6,75-7,0 (sperma
savcu ma pH 7,2-7,8) (BARBAS et MASCERENHAS, 2008).

Penetracni kryoprotektanty chrani bunky pfed kryokonzervaci zvySenim
tekutosti membrany a snizenim tvorby intracelularnich ledovych krystali.
Nepenetracni disacharidy, jako je trehaléoza a sachardza, jsou navrzeny tak,
aby chranily buniky zvySenim tonicity fedidla a stabilizaci bunééné membrany

(SHANMUGAM et MAHAPATRA, 2019).

2.7 Plnéni a identifikace

Postupem ¢asu se vyvinuly tfi metody baleni spermatu. Prvni metoda je baleni
do sterilnich ampuli, kdy je sperma plnéno automaticky, zaroven i automaticky
uzavieno a popsano. Popis zabranuje kiizové kontaminaci. Jedna ampule je urcena
pro jednu inseminaci (HAFEz et HAFEz, 2000). Druha metoda, metoda japonska
(LoupA et al., 2001), je vytvoreni pelet, které se ptipravi pipetovanim asi 0,1 ml
kapky nafedéného spermatu do polokulovitého otvoru v suchém ledu. Pelety maji
nejlevnéjsi naklady na skladovéani. Nevyhodou u nich ovSem je popis, kdy je potieba
vlozit maly potiStény papirek s identifikaci byka do kapky spermatu pred mraZenim.
(HAFEZ et HAFEZ, 2000). V soucasné dobé¢ se nejvice plni do pejet (LIEBERMAN et al.,
2016) o objemu 0,25 (Kanadské a evropské zemé&) a 0,50 ml (standard pro USA)
spermatu (STROUD, 2013). Kazda pejeta je potisténa udaji o Cisle byka, plemeni
a datumu odbéru a nasledné plnéna automatickymi stroji (JEROME et al., 2019). Jedna

se o francouzskou metodu konzervace (LOUDA et al., 2001).

2.8 Chlazeni a ekvilibrace

Pted mrazenim se sperma ochlazuje na teplotu 45 °C a nasleduje proménliva
doba ekvilibrace. Ekvilibrace umoZiiuje spermatu ptizplsobit se chladnéj$im

teplotdm, coz usnadiiuje pohyb kryoprotektantu pres membranu a umoziuje pohyb
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vody ven z bunky, ¢imz minimalizuje poSkozeni zpiisobené tvorbou ledovych
krystalil béhem procesu mrazeni a rozmrazovani (MURPHY et al., 2018a).

Puvodné se predpokladalo, Ze pii ekvilibraci pronikal do spermatu glycerol,
i kdyZz nové€jsi pozorovani ukazuji, ze penetrace glycerolu je velmi rychla a Ze vétSina
rovnovazného obdobi se tykd stabilizace membrany béhem vystaveni nizkym
teplotam (Artificial insemination, 2001) a netrva déle nez pét minut (MURPHY et al.,
2018a). Glycerol muze byt pfidan do spermatu kdykoliv béhem chlazeni (LEITE,
2010).

Nem¢élo by se prehlizet, ze proces ekvilibrace se vztahuje nejen na glycerol,
ale také na dal$i osmoticky aktivni slozky fedidla. Proto rovnovazny proces snadno
muze interagovat s pouzitym typem média (pufr a kryoprotektant) a mohl by
interagovat s jinymi kryogennimi postupy (SHAHVERDI et al., 2014).

Pti chlazeni dochdzi k adaptaci spermie na zpomaleni metabolismu, ktery
se snizuje o polovinu s kazdym poklesem teploty o 10 °C. Rychlym chlazenim mutize
dojit k chladovému Soku, proto je dulezité ejakulat chladit pomalu (STADNIK et al.,

2015) a vybrat spravné fedidlo (DOLEZALOVA et al., 2016).

2.8.1 Doba ekvilibrace

Kratsi doba ekvilibrace (4-6 hodin) mize byt problémova pro pracovniky
inseminacnich stanic z diivodu mrazeni ve shodny den jako odbéry (MURPHY et al.,
2018a). FLEISCH et al. (2017) studii potvrdil zlepSeni kvality spermatu pfi pouziti
doby ekvilibrace 24 hodin, coz je 1 vhodnéj$i pro pracovni harmonogram
Vv laboratofich inseminacnich stanic pti odbéru vétsiho mnozstvi bykl v jeden den.
Zaroven je delsi doba ekvilibrace vhodné pro pievoz odebraného spermatu na vétsi
vzdalenosti (MURPHY et al., 2018a).

SHAHVERDI et al. (2014) ve své studii piSe, Ze idealni dobou urenou
k ekvilibraci je 18 hodin pfipadné no¢ni ekvilibrace. STADNIK et al. (2016) potvrzuje
nejlep$i vysledky pii pouziti Ctythodinové ekvilibrace, kdy byla v porovnani
s pilhodinovou a dvouhodinovou dobou ekvilibrace, nejvyssi hodnota primérné
motility spermii. Snahy jsou vSak takové, aby doba byla co nejkratsi, a to i vzhledem
k velké produkci inseminaénich davek (DOLEZALOVA et al., 2016).

Minimalni doba trvani rovnovahy potiebné k dosazeni uspokojivych vysledka
pii kryokonzervaci spermatu zlstava kontroverzni (LEITE, 2010). TIRPAN et al.

(2017) uvadi, ze uspésna doba ekvilibrace zavisi na osobnich zkuSenostech.
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S tim souhlasi | STADNIK et al. (2016), ktefi v certifikované metodice doporucuji

doby ekvilibrace vyzkouset a pracovat s nejlepsimi vysledky.
2.9 Konzervace

K prodlouzeni zivotaschopnosti spermii je tfeba zpomalit jejich
metabolismus, ¢imz se snizi jejich rychlost vyuziti substratii a produkce toxint.

(LEMMA, 2011)

2.9.1 Kratkodoba konzervace

Zakladnim faktorem je teplota skladovéni. Ziedéné sperma skladované
o teplot¢ 5 °C by mélo mit minimalni trvanlivost 2 az 4 dny. Snizenim teploty
pii skladovani na 5 °C klesne metabolickd rychlost spermii, coz pfispiva
k prodlouzeni zivotnosti. Pro skladovani pii 5 °C byly navrzeny alternativni metody
inhibice metabolismu jako je nark6za CO2, sniZzeni pH nebo plynovani N2
(VISHWANATH et SHANNON, 2000).

Existuji i nevyhody zpomaleného metabolického procesu. Ptikladem jsou
sniZeni aktivity Na*/K* pumpy coZ ma za nasledek neschopnost vyrovnat difizi iontt
pies membranu a zvySeni intracelularni koncentrace Na*, které ma negativni vliv
na zivotaschopnost spermie (VISHWANATH et SHANNON, 2000).

Pfi pouziti média, které 1 bez chlazeni dokaze inhibovat procesy poSkozujici
spermie pii vysSich teplotach, 1ze skladovat spermie 1 pfi teploté v rozmezi 18-24 °C

(VISHWANATH et SHANNON, 2000).

2.9.2 Dlouhodoba konzervace — kryokonzervace

Kryokonzervace sestavd v podstaté ze snizeni teploty, dehydratace bun¢k,
zmrazovani a rozmrazovani (TIRPAN et al., 2017). U¢inné skladovani spermatu
ve zmrazeném stavu znamend uplné zastaveni vyvojového procesu spermatickych
bun¢k (VISHWANATH et SHANNON, 2000). Pro optimalizaci vysledku zmrazeni
spermii bylo vyvinuto mnoho riznych standardizovanych kryokonzerva¢nich médii
a jsou nyni komer¢né dostupna. Tato média jsou tvofena hlavné glycerolem, zdrojem
energie, pH pufrem a dal$imi slou¢eninami, které by mohly snizit negativni u¢inky
kryokonzervace na lidské spermie (RAAD et al., 2018).

Kryokonzervace spermii vSak indukuje tvorbu intracelularnich ledovych

krystalli, osmotické poSkozeni a poSkozeni chlazenim, které zplsobuje poskozeni
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bun¢k spermii, poruSeni cytoplazmy nebo dokonce ucinky na struktury spojené
s cytoskeletem nebo genomem (BARBAS et MASCARENHAS, 2008).

Do 80. let se zmrazené¢ sperma skladovalo v mechanickych mraznickach
asi pii teploté —25 °C, v pevném oxidu uhli¢itém pti —79 °C nebo v kapalném dusiku
pii —196 °C. Ovsem bylo prokazano, ze skladovani ve smési suchého ledu a alkoholu
pti —79 °C snizuje plodnost, nicméné skladovani pti —196 °C v peletach a pejetach
byly bez zaznamenanych zmén v plodnosti v ramci procesu zmrazeni a nasledného
rozmrazeni. V soucasné dob¢ je konzervace v tekutém dusiku nejcastéji vyuzivanou
technikou dlouhodobého skladovani inseminac¢nich davek (RAMIREZ-REVECO et al.,
2016). Pejety jsou umistény v horizontalnich stojanech v izotermickych zatizenich
1-4 cm nad tekutym dusikem po dobu 10-20 minut, poté jsou ponofeny do nadob
s tekutym dusikem a uskladnény v kontejnerech. Na fizené zmrazovani davek
pii definovanych rychlostech mrazeni jsou jiz bézn¢ dostupné programovatelné
mraznicky (JEROME et al., 2019).

Dvojité mrazeni je metoda, pfi které dochazi ke zmrazeni spermatu poprvé
v celkovém objemu, nésledné rozmrazeni, naplnéni spermatu do pejet a opctovné
mrazeni. Velkoobjemové mrazeni se provadi technikou smérového mrazeni, kdy je
moznd fizena propagace krystalll ledu a tim se optimalizuje jejich morfologie. Timto
je zajisténa homogenni rychlost ochlazovani v priabéhu celého mrazeni
a minimalizované poSkozeni bunék (SARAGUSTY et al., 2009).

Peletova metoda kryokonzervace nebo vitrifikace je proces, kdy se roztok
velmi rychle ochlazuje, viskozita je tak velkd a molekularni difuze je zastavena.
V tomto stavu se uvadi, Ze se jedna o sklo nebo sklovitou pevnou latku (SHANMUGAM
et MAHAPATRA, 2019).

Vysledek kryokonzervace spermatu je ovlivnén typem a pribéhem
zmrazovaci kiivky. Spermie jsou poSkozeny teplotnim Sokem a rozsah poSkozeni
zavisi na teploté 1 rychlosti poklesu teploty. Obecné plati, Ze ¢im vyssi je rychlost
chlazeni, tim vaznéjsi je poskozeni spermii. (DOLEZALOVA et al., 2016)

Spermie se sniZzenou funk¢nosti a zivotaschopnosti nevydrzi nizké teploty
pii kryokonzervaci. Bunééné defekty riznych stupnit mohou nastat v kazdém kroku
konzervace. Kvalita spermii po rozmrazeni je zavisla na téchto defektech (TIRPAN
etal., 2017). Hlavni nevyhodou kryokonzerva¢niho procesu spociva ve ztraté

zivotnosti mnoha bunék a v jejich dysfunkci (SARAGUSTY et al., 2009).
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2.10 Makroskopicke hodnoceni ejakulatu

Prvnim hodnocenim ejakuldtu po odbéru je makroskopické hodnoceni
parametra kvality spermatu, které¢ poskytuje hrubé odhady reprodukénich vlastnosti
bykti. Pomaha také pii vybéru vzorkl pro dalsi mikroskopickou analyzu.
Makroskopicky se vyhodnocuje objem, barva, konzistence, hustota, viskozita, pH
a zapach, a to pouhyma ocima za denniho svétla (SRIVASTAVA, 2017).

Mnozstvi ejakulatu zavisi hlavné na velikosti varlat, frekvenci odbért, véku,
cviceni, urovni sexualniho drazdéni, pracovni vytiZzeni, sezona a dalsi (SRIVASTAVA,
2017). BARszcz et al. (2012) uvadi hodnotu 2-8 ml jako standardni mnoZstvi
odebrané¢ho ejakulatu. Stanoveni spravného celkového mnozstvi ejakulatu je
smérodatné pro vypocetni programy na stanoveni po¢tu davek (SRIVASTAVA, 2017)
a Ize ho stanovit napiiklad volumetrickym méfenim (OSTERMEIER et al., 2001).

Barva ejakulétu je hodnocena pii dennim svétle. Barvou pfipomina plnotu¢né
mléko v zavislosti na koncentraci spermatickych bunék a pfitomnosti nezarode¢nych
bun€k (zlutavé po Sedavou bilou) (SRIVASTAVA, 2017). BARszcz et al. (2012)
charakterizuji barvu jako bilou s charakteristickym odstinem krému. Spermie
zpisobuji neprithlednost tekutiny, zatimco rizné odstiny zluté jsou zpiisobeny
pfitomnosti riboflavinu, ktery po vystaveni svétlu mizi. Melanin nebo lipochrom
(zampuly) nebo flavin (ze semennych vackia) také dodavaji Zluté zbarveni
(SRIVASTAVA, 2017). Napiiklad svétle hnédé zbarveni mize znamenat kontaminaci
fekaliemi, hnis mliZe zplsobit zeleno Sedé zbarveni a tmavé Cervena az rliZova barva
muze naznaovat kontaminaci erytrocyty (BARszCz et al., 2012; SRIVASTAVA, 2017).

Konzistence spermatu se li§i v zavislosti na koncentraci spermii stejné jako je
tomu u barvy. Stupné konzistence jsou zaznamenavany od husté pény po vodu
Vv kontrastu s kontrolnim vzorkem vody. Na konzistenci ma vliv zdravotni stav varlat,
epididymis a vedlejsich pohlavnich Zlaz. Makroskopické stanoveni hustoty je pouze
hruby odhad proti svétlu. Hustotu ejakulatu mize ovlivnit stupen zrani a vék spermii
(SRIVASTAVA, 2017). Koncentraci spermii je mozno vyhodnotit pomoci
spektrofotometrie (OSTERMEIER et al., 2001).

Viskozita a pH jsou dva z parametri motility spermii ve vaginalnim kanalku,
které¢ by mohly mit hlavni pocate¢ni u€inek na pohyblivost spermii béhem procesu
oplodnéni. Hodnota pH spermatu je mirn¢ alkalicka a pohybuje se mezi 7,5 a 8,5.

Pti poklesu pH ze 6,5 na 6,0 je pozorovano vyznamné zvyseni poc¢tu immotilnich
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spermii (Rizvi et al., 2009). Méteni pH u zvifat ma malou praktickou hodnotu,

nicméné se pouziva u zvirat s podezienim z nizké kvality (SRIVASTAVA, 2017).

2.11 Mikroskopické hodnoceni ejakulatu

Primarnim cilem analyzy spermii, at’ uz je to klasickd nebo nova metodika, je
levné, rychle, a pfedevsim objektivné a piesné predpovédét fertilizacni kapacitu
jakéhokoli daného vzorku (CENARIU et al., 2018). Ugelem hodnoceni spermatu je
identifikovat ejakulaty nizké kvality nebo ejakulaty podezifelé z nizké plodnosti
a tyto vzorky vyloucit. Proto je nutné zajistit piesnost a opakovatelnost hodnoceni
(OSTERMEIER, 2001). Klasicka metodologie je indikovana hlavné mikroskopickou
analyzou (CENARIU et al., 2018).

Pro posouzeni fertilizaéni schopnosti samci/bykt/plemenikti je ejakulat
spermatu hodnocen z hlediska riznych fyzikalnich proménnych, jako je objem, barva,
konzistence, koncentrace (viz makroskopické hodnoceni), procento zivych spermii,
procento abnormalit spermii, akrosomalni integrita, hromadna pohyblivost spermii,
pocatecni progresivni pohyblivost spermii a pohyblivost spermii po rozmrazeni
pred zahajenim Slechtitelského programu. Pro urCovani fertilizaéni schopnosti
spermii bykl existuje mnoho ukazatelti, z nichz hlavnim je motilita spermii. Bylo
navrzeno mnoho metod analyzy in vitro, které urcuji fertiliza¢ni kapacitu ejakulati
(YATHISH et al., 2016).

Tradi¢ni reprodukéni vySetteni plemenného byka nebo systematicka analyza
zmrazené¢ho spermatu vylucuje byky nebo vzorky spermatu, které jsou hrubé
neobvyklé. Vzorky spermatu klasifikované jako uspokojivé na zakladé tradi¢nich
pfistupi se vSak 1isi plodnosti. Pokrocilé testy funkce spermii vyvinuté pro hodnoceni
kompenzacnich a nekompenzacnich (submikroskopickych) vlastnosti spermii mohou

piedpovidat takové zmény v plodnosti bykt (THUNDATHIL et al., 2016).

2.11.1Motilita spermii

Motilita spermii po rozmrazeni je hlavnim parametrem pro posouzeni u¢inki
zmrazeni ejakuldtu a pouzitelnosti ¢i vyfazeni spermatu pro naslednou umélou
inseminaci. Mira motility po rozmrazeni zavisi na mnoha faktorech, jako je v€k byka,

ro¢ni obdobi, zmrazovaci postupy, pouzité kryoprotektanty apod. (JEROME et al.,
2019).
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Nékteré¢ laboratofe pouzivaji pro zjiSténi procenta pohyblivych spermii
metodu odhadu na binokularnim mikroskopu s fdzovym kontrastem a objektivy
S jasnym polem a termostatickém stativu, ktery umoznuje vysetieni pii doporucené
teploté (AMANN et WABERSKI, 2014). Mikroskopické pole je systematicky skenovéano
a pohyblivost kazdé nalezené spermatické burniky se hodnoti dle rychlosti rychlé
progresivni pohyblivosti az k nepohyblivosti (CENARIU, 2018). Metoda neni piili§
piesna a je potieba pravidelné rekvalifikace osob pro zptfesnéni odhadi (AMANN
et WABERSKI, 2014).

Pohyblivost spermii se odhaduje vySetfenim spermatu na Cistém a teplém
sklicku. Hromadna pohyblivost (ovlivnéna pohyblivosti a koncentraci) je
detekovatelna pii nizkém zvétSeni, ale progresivni pohyblivost je hodnocena
pii 400nasobném zvétSeni (THUNDATHIL et al., 2016). Vyhodnocuje se kapka
spermatu po ziedéni na suchém podloznim sklicku temperovaném na 37 °C
a prikrytém krycim sklickem. Pocitd se pomér progresivné se pohybujicich spermii
(JEROME et al., 2019).

Byk, ktery je zdravy s pfiméfenym obvodem varlat, vétsi nez 30% progresivni
motilitou, vice nez 70 % morfologicky normalnim spermatem a méné nez 20 %
defektd hlavicek, je oznalen jako byk s ,,uspokojivym potencidlem®. V piipadé
nesplnénych pozadavkl, nicméné s ocekavanym zlepSenim, je bykovi pfidélena
“odlozend klasifikace”. “Neuspokojivy potencial” je pfipsan bykim s dédicnymi
vadami, malym obvodem varlat, zranénim ¢i nemocemi atd. (THUNDATHIL et al.,

2016)

2.11.2Hodnoceni morfologie

Morfologické vySetfeni spermii je komplikovéno jejich morfologickou
variabilitou (KUBICEK, 2010) a jeho hodnoceni obecné zavisi na subjektivnim
mikroskopickém vysSetfeni spermatu (OSTERMEIER et al., 2001).

Pro vyhodnoceni morfologie se sperma fedi eozin-nigrosinem (natérem)
nebo 10% neutralnim pufrovanym formalinem (mokrda metoda) a vyhodnoti se
nejméné 100 spermii (az 300, pokud existuje vice abnormalit) (THUNDATHIL et al.,
2016) pod olejovou imerzi (1000 nasobné zvétseni) (JEROME et al., 2019).

Hodnoceni morfologie 1ze vyuzit naptiklad pro odhaleni rozdilu ve tvaru

hlavicky. Sledovani zmény tvaru hlavicky lze sledovanim délky, Sitky, plochy
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aobvodu hlavicky, zakiiveni obvodu hlavicky nebo zmén tvaru akrosomu

(OSTERMEIER et al., 2001).

2.11.3Test piezitelnosti

Procento Zivych spermii urcuje kvalitu ejakulatu, proto je potieba diferenciace
zivych a odumftelych spermii. K tomuto hodnoceni se pouzivéa techniky barveni,
kdyz je c¢ast spermatu smichana seosinem nebo nigrosinem jako kontrastnim
barvivem a rozetfena po sklicku. Roztér je suSen na vzduchu a poté vyhodnocen
pod mikroskopem. Hlava mrtvé spermie je zabarvena ¢ervené, zatimco ziva spermie

je 1 nadale bezbarva (JEROME et al., 2019).
2.11.4CASA - pocita¢em podporované systémy pro analyzu spermii

Tento systém umoznuje objektivni vyhodnoceni kinematickych charakteristik
spermii, jako jsou trajektorie, pohyblivost, rychlost, linearita a lateralni posunuti
hlavicek (THUNDATHIL et al., 2016). VyznaCuje se vysokou piesnosti
a kvantitativnimi daty kinetiky spermii, coz jsou hlavni pfednosti ve srovnani
s manualnim pocitanim (KUBICEK, 2010).

CASA nemuze piesn¢ predpovédét ,,plodnost”, kterd bude ziskdna se
vzorkem spermatu. Pfi peclivé validaci vSak soucasné systémy CASA poskytuji
informace dilezité pro zajiSténi kvality spermatu planovaného pro marketing
a pro pochopeni rozmanitosti odpovédi spermii na zmény mikroprostiedi

ve vyzkumu (AMANN et WABERSKI, 2014).

2.11.5Hodnoceni spermatu po rozmrazeni

Jakmile je sperma zamrazeno do jednotlivych pejet, vétSina inseminacnich
stanic provadi hodnoceni kontroly kvality, které jsou spojeny s fertilizacni schopnosti
(LIEBERMAN et al., 2016). Rozmrazeni zmrazeného spermatu by mé¢lo probéhnout
velmi rychle. Timto je sniZzen Skodlivy G€inek rekrystalizace a rehydratace vody, ¢imZz
se zabranuje poSkozeni membrany a cytoplazmy spermii. Kriticka teplotni zona
pro vytvoieni ledovych krystalt je mezi —50 °C az 0 °C (DIsKIN, 2018).

Zivotaschopnost po rozmrazeni (procento progresivné pohyblivych spermit,
rychlost progrese a integrita akrosomu), pocet pohyblivych spermii na davku

a morfologie spermii jsou kritickymi sou¢astmi hodnoceni zmrazeného spermatu.
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Zivotaschopnost spermii by méla byt vyhodnocena okamzité po rozmrazeni
a po 2 hodinéach inkubace pii 37 °© C. Pejety by mély byt rozmrazeny pii 37 © C
po dobu 1 minuty. Na sklicko mikroskopu se umisti mala kapka spermatu, ptikryje
se krycim sklickem, udrzuje se v teple a zkouma se pii 400ndsobném zvétSeni.
Odhaduje se pocet bunék postupujicich postupné a pocet mrtvych bunék (imobilnich
nebo nepohybujicich se postupné) a vypocitd se procento progresivné pohyblivych
bunék. M¢l by byt vyhodnocen vice nez jeden ramecek, véetné 10 az 15 poli a ~ 500
spermii. Primérna rychlost progresivni motility by méla byt odstupfiovana na stupnici
od 0 (zadny pohyb) do 5 (velmi rychly progresivni pohyb, velmi obtizné sledovat
jednotlivé buiky). Minimalni standard je 25% pohyblivost ihned po rozmrazeni Se
stupném rychlosti progresivni motility 3 a 15% pohyblivost se stupném rychlosti 2
po inkubaci po dobu 2 hodin. Podobné by mélo byt 60 % a 40 % intaktnich akrozom
po 0 a 2 hodinach inkubace. Morfologii spermatu Ize hodnotit na obarveném spermatu
(eosin-nigrosin). Ptijatelny vzorek by mél obsahovat alespoin 70 % morfologicky
normalnich spermii s ne vice nez 15 % az 20 % nekompenzovatelnych abnormalit

(napt. jaderné vakuoly a pyriformni hlavicky) (THUNDATHIL et al., 2016).

2.12 Skladovani a manipulace se zmrazenym spermatem

Spravné skladovani a manipulace s konzervovanym spermatem je zakladem
udrZeni jeho kvality. Zmrazené sperma je skladovano v kontejnerech na tekuty dusik,
tzv. Dewarové konterjneru. K vyznamnému sniZeni plodnosti spermatu dochazi
pii preruSeni chladiciho fetézce vyjmutim z kontejneru. Doporucena doba vyjmuti
davky z tekutého dusiku je rtiznd, ale vzdy jen v fadu vtefin (8, 5 1 jen 3 vtefiny)
(LIEBERMAN et al., 2016).

Do Dewarovych kontejneril jsou umistény plastové goblety a kelimky, které
pomahaji zlepSit ochranu davek pfed neimyslnym vyjmutim z tekutého dusiku
(LIEBERMAN et al., 2016). Gobletky a kelimky jsou v kontejneru fadné oznaceny
(DIsKIN, 2018). Manipulace s insemina¢nimi davkami uvnitf kanystru je zajisténa
pomoci valcovitého kelimku s rukojeti a s hakem na krku. Tyto héky jsou zachyceny
do rosti nebo drenaZnich otvort, které jsou zabudovany do dna nadoby (LIEBERMAN
et al., 2016). Kazdy kontejner ma aktualizovany seznam obsahujicich inseminacnich
davek (DisKIN, 2018).

Pfi rutinni manipulaci je mnoho piipadi, kdy jsou zmrazené reprodukéni

buiiky vystaveny potencidln¢ Skodlivym teplotam. Pii jakémkoliv pfesunu spermatu
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by nemély pejety dosahnout nad —130 °C (STROUD, 2013). U pejet o objemu 0,25 ml
je vyrazn€j$i zranitelnost spermii vlivem Spatné manipulace. Jejich velky pomér
povrchu k objemu je ¢ini nachylnéjsi k rychlému kolisani teploty (DISKIN, 2018).
Skladovani spermatu ve zmrazeném stavu je velmi ndkladné z davodu
nutnosti potizeni izolovanych kontejnerti a neustalého dopliiovani tekutého dusiku

(VISHWANATH et SHANNON, 2000).

2.13 Vlivy na plodnost a kvalitu spermii

Vlivl na plodnost a pohlavni aktivitu je mnoho. Reprodukéni vykonnost je
odrazem celkového zdravi zvitete, proto je potfeba udrzovat zdravotni stav a pohodu
zvifat (HOFIREK et al., 2009).

Pro hodnoceni reprodukéniho stavu bykd je dilezité znat i jeho zdravotni stav
a pohodu zvirat, ve kterém se odrazi jejich pohlavni aktivita a plodnost. STADNIK
etal. (2014) rozdé€luji faktory ovliviwujici reprodukci bykd na vnitini (plemeno,
genotyp, individualita a v€k) a vn&jsi (klimatické podminky, podnebi, technologie
ustdjeni, management chovu, vyziva, frekvence odbéru a manipulace se spermatem).

Vzhledem k nizké heritabilité ukazatelti plodnosti a pohlavni aktivity, nema
vliv samotného plemene velky vyznam. Vliv plemene je zprostiedkovan geneticky
danou adaptabilitou a odolnosti k vnéj§im faktorim prostfedi nebo rozdilnou
rychlosti somatického vyvoje (HOFIREK et al., 2009).

BERAN et al. (2011) ve své praci publikuje veék plemenikti jako velmi dilezity
faktor na kvalitu spermatu. Do sedmého roku je kvalita spermatu i produkce
vzristajici, poté nastdva stagnace do desatého roku Zivota. Mnozstvi a kvalita
spermatu, podle KENNY et BYRNE (2018), je dana i vékem, ve kterém tato zvitata
dosahnou puberty.

Temperament ovliviluje jednak pohlavni aktivitu plemenika, jednak
i charakter zvifete, schopnost spolupracovat a ucit se. Jako vhodny je povazovan
flegmatik, naopak nevhodny cholerik a melancholik (STADNIK et al., 2014).

Vyziva patii k nejvyznamnéjs$im vliviim na reprodukci (HOFIREK et al., 2009).
Nadmérna tucnost zvifete negativné ovlivituje zivost spermii, ale nedostatek bilkovin
snizuje sexualni aktivitu a kvalitu spermii. Poruchy reprodukce u samctt mohou byt
zpusobeny také nedostatkem vitamint (vitaminy skupiny A, E, skupiny B)

a nedostatkem mikroprvki (zinek, selen, mangan, jod) (BARszCz et al., 2011).
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Dalsim z mnoha vlivli na kvalitu spermatu je casovy interval odbéru.
KANTHIYA et al. (2020) uvadi, Ze u byki, odebiranych po péti dennim intervalu, méla
vyznamné vysSi objem a koncentraci spermatu nez skupina byka s dvoudennim
intervalem. Dale prokazali, ze skupina s péti dennim intervalem méla i lepsi funkéni
integritu membrany. Z toho vyplyva, ze pti odbérech provadénych s vétsim casovym
odstupem, lze ziskat lepsi kvalitu spermatu z vice hledisek.

Separace spermii pii zpracovani je dal§im z vlivii na kvalitu spermii. Ziskani
separovanych spermii pomoci separa¢nich metod Swim-up nebo hustotniho gradientu
vykazuji podle ARIAS et al. (2017) vyssi motilitu a funkci spermii. Analyza CASA
ukazala, ze celkovd a progresivni pohyblivost byla vyznamné vys$§i ve vsech
metodach separace spermii ve srovnani s neoddélenou kontrolou. To ukazuje, Ze tyto

techniky separace spermii zvysuji potencial plodnosti vzorkl spermatu bykd.

2.14 Neplodnost

Neplodnost je vétSinou dana Spatné pohyblivym ¢&i zcela immotilnim
spermatem, ktery je spiSe jen Kklinickym pfiznakem. Skute€nd pficina
astenozoospermie (Spatnd pohyblivost spermii) obvykle neni zndma, pokud se
nejednd o nepatrné¢ mnozstvi genetickych poruch ¢i zjevnych poskozeni varlat

(trauma, tepelny Sok) ¢i Spatnym zachdzenim se spermatem po ejakulaci (TURNER,
2006).
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3 Cil prace

Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace je vyhodnotit vliv Ctyf riznych
délek doby ekvilibrace pii zpracovani byc¢iho ejakuldtu mrazenim na vyslednou
motilitu spermii po rozmrazeni insemina¢nich davek. Hypotézou diplomové prace je
predpoklad, ze delsi doba ekvilibrace mé pozitivni vliv na motilitu spermii

po rozmrazeni inseminacni davky.
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4 Material a metodika

Pro ucely experimentalniho pokusu byly pouzity vzorky ejakulatu od Sesti
bykt riiznych plemen z jedné inseminacni stanice se stejnou frekvenci odbéra 1krat
tydné. Hodnocena byla aktivita inseminacni davky po rozmrazeni v zéavislosti
na délce doby ekvilibrace pfed mrazenim. K experimentalni Casti byly vybrani byci:

Byk ¢. 1: Cesky strakaty skot, nar. 11. 4. 2016

Byk €. 2: Holstynsky skot, nar. 5. 12. 2017

Byk €. 3: Masny simentdl, nar. 10. 11 2017

Byk ¢. 4: Cesky strakaty skot, nar. 4. 10. 2017

Byk €. 5: Holstynsky skot — red, nar. 2. 4. 2018

Byk ¢. 6: Holstynsky skot, nar. 2. 6. 2018

4.1 Zpracovani a hodnoceni spermatu

Béhem ctyt mésict byl odebiran ejakulat od Sesti bykd do umélé vaginy.
Odebrano bylo celkem 15 vzorkli od kazdého byka, pficemz v jednom odbérovém
dni byl byk odebran dvojskokem (dvé ejakulace za sebou do jednoho odbérového
sacku). Sperma bylo nejprve senzoricky hodnoceno, posléze laboratorné vySetteno,
zpracovano do insemina¢nich davek do pejet, chlazeno a zamraZeno.
Po né€kolikadennim skladovéni byly davky rozmrazeny a hodnoceny.

Ziskany ejakulat v odbérovém sacku byl pfedan do laboratote, ve které byla
udrzovana teplota 18-20 °C. V laboratofi byl ejakulat senzoricky zhodnocen jednim
pracovnikem laboratote (barva, zapach, konzistence, ptimési). Pomoci automatické
vahy Pocket Scale P221 bylo ur€eno mnozstvi (1 g byl povazovan za 1 ml). Déle byl
vytvofen vzorek v ependorf zkumavce Expell™ tips smichanim automatickou
pipetou 25 ul spermatu se 725 ul fedidla AndroMed®, dikladn& byl promichan
a uloZzen na vyhtivanou desku Control unit HT 200. Déle bylo odebrano 2,7 ul
avlozeno na sklicko s komtrkou ulozené na vyhfevné desce mikroskopu.
Mikroskopem Motic BA 310 s kamerou Camera Minitech byl vzorek zhodnocen
v CASA programu SpermVision™ Production, kterym byly ziskany informace
0 koncentraci vzorku, progresivni motilité¢ a poctu spermii. Po celou dobu vysetfovani

byl odbérovy sacek s ejakulatem odloZen v kddince na vyhfevné desce o teploté
38 °C.
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Vzhledem k omezenému mnozstvi odebraného ejakulatu byly vyfazeny pouze
vzorky obsahujici krev. Vzorky s nizsi aktivitou nez 70 % (které¢ se pro bézné
zpracovani nepouzivaji) byly k experimentu pouZzity.

Nasledovala vyroba inseminac¢nich davek, kterd zahrnovala nafedéni
ejakulatu, promichani, po kterém nafedény ejakulat 10minut odpocival ulozeny
v kadince na pracovni desce. Dale bylo vykonano naplnéni do rtizné barevnych pejet
o velikosti 0,25 ml na piistroji MPC UNO. Po celou dobu pInéni byl nafedény ejakulat
promichavan v konickém kelimku na oscilacnim stolku. Naplnéné pejety byly
automatickym zafizenim poti§tény registrem a jménem byka, datumem vyroby
a ¢islem inseminacni stanice.

Vyrobené pejety byly rozdéleny tak, aby od kazdého byka byly 4 pejety
na 4 racich a ty byly vlozeny do chladni¢ky LKexv 3600 MediLine o teploté 5 °C.
Nasledovala ekvilibrace razn€¢ dlouhou dobu. Na zaklad¢ studia literatury byly
vybrany 4 ¢asy ekvilibrace: 1 hodina (E1) (DOLEZALOVA et al., 2016), 3 hodiny (E3)
(LEITE et al., 2010), 8 hodin (E8) (MURPHY et al., 2018a) a 24 hodin (E24) (TIRPAN
etal., 2017).

Po uplynuti téchto ¢asti ekvilibrace byly davky postupné mrazeny parami
tekutého dusiku v mrazicim zafizeni MT Freezer 2.0 v teploté -190 °C po dobu
10 minut. Zamrazené davky se posléze uchovavaly v gobletich v dewarovych
kontejnerech s tekutym dusikem Taylor pii teploté -196 °C.

Po dvoutydennim uchovani v tekutém dusiku byly davky rozmrazeny
ve vodni lazni v termostatu se 38 °C po dobu jedné minuty (3 métfeni od kazdého
vzorku). Nasledné byly analyzovany pod mikroskopem se 400ndsobném zvétSenim
400krat a vyhodnoceny pomoci programu SpermVision™ Production stejnym
zpuisobem, jakym byly hodnoceny pii odbérech. Vysledkem analyzy je protokol
0 aktivité¢ spermatu, kde je zelenou barvou zobrazen progresivni pohyb spermii,
modrou barvou lokalni motilita a Cervena barva zobrazuje nepohyblivé, mrtvé
spermie (viz Piilohy).

Veskeré vybaveni (pomtcky a pfistroje) pro zpracovani a hodnoceni spermatu

byly od firmy Minitiibe, Tienfenbach, Némecko.

4.2 Statistické vyhodnoceni vysledkt

Rozmrazené davky byly hodnoceny in vitro. Od kazdého ze Sesti byku bylo
ziskdno 15 odebranych ejakuléati. Z kazdého ejakulatu bylo vyrobeno 16 davek:
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4 pejety na kazdou stanovenou dobu ekvilibrace. Vytazeny byly pouze ¢tyfi vzorky
ejakulatu odebraného od byka ¢. 5 z diivodu ptimési krve. Celkem bylo zpracovano
1056 vzorkii. Veskera data byla zaznamenana do programu Microsoft Office Excel
2007.

K lepSimu porovnani progresivni aktivit mezi skoky a byky byly naméiené
hodnoty pfepocteny na procentudlni hodnotu z progresivni aktivity pfi odbérech.
Tato procenta byla zpétné pievedena na skute¢nou progresivni aktivitu spermii (Viz
ptiloha 2).

Pro statistické hodnoceni vysledkii byla pouzita analyza rozptylu
s opakovanim pro porovnani hodnot motility bykd a ziskdni zékladnich popisnych
statistik, dale byla pouzita korelace pro vyhodnoceni vlivu mnozstvi spermatu
a koncentrace. Rozdily ve sledovanych znacich mezi byky byly vyhodnoceny
na hladin¢ statistické prikaznosti kdy:

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

p<0,01 ** statisticky vysoce vyznamny rozdil — 99 %,

p >0,05 statisticky nevyznamny rozdil.

Vsechna statistickd hodnoceni byla provedena v programu Statistica 12

(StatSoft CR s.r.o.).
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5 Vysledky a diskuse

Experimentalni ¢ast diplomové prace je zaméfena na kvalitu ejakulatu.
Po odbérech, pfed natfedénim a zpracovanim, bylo sledovano mnozstvi, hustota
a progresivni motilita. Po zamrazeni a nasledném rozmrazeni byla sledovana
progresivni motilita spermii v inseminaénich davkach. Dale byl vyhodnocen vliv
pocateCnich parametrti (hustoty, mnozstvi a aktivita pii odbérech) na aktivitu
po rozmrazeni. Celkové byl zhodnocen vliv doby ekvilibrace na motilitu spermii

byktli po rozmrazeni.
5.1 Zakladni statistické charakteristiky

V Tabulka 1 jsou uvedeny zéakladni charakteristiky vstupnich parametrt
pro vSechny byky: primémé hodnota ze vSech odbérovych dni pro mnozstvi
Cerstvého ejakulatu, jeho hustotu a aktivitu (progresivni motilitu) pii odbérech.
Z tabulky lze vycist, ze primérné mnozstvi ejakulatu od vSech byki bylo 10,08 ml,
kdy nejmensi mnozstvi mél byk €. 5 s hodnotou 6,46 ml, naopak nejvetsi mnozstvi
mél byk ¢. 3, 12,65 ml. Podle LouDy et al. (2007) by se mnozstvi odebraného
ejakulatu mélo pohybovat v rozmezi 3-12 cm?®. Sledovani byci byly odebirani
dvojskokem, do jednoho odbérového sacku se byk vysemenil dvakrat za sebou.
To vysvétluje lehce vyssi mnozstvi u byka ¢. 3. Jak uvadi MURPHY et al. (2018b),
sbér vice ejakulati ve stejny den nema vliv na motilitu spermii po rozmrazeni.
Interval odbéru do 1 hodiny, kdy je sperma schopné udrzet si sviij funkéni stav,
zvySuje produktivitu.

Koncentrace spermii v ejakulatu se pohybovala od 0,51 x 10° mI* do
1,37 x 10° mI*%, s priimérnou hodnotou 0,91 x 10° mIt. BHAKAT et al. (2011) ve své
studii potvrzuji vliv véku na koncentraci spermii, kdy nejvyssi koncentrace byla
dvou let, a to miize byt divodem k niz§im hodnotam koncentraci, nez které uvadi
LouDA et al. (2007) jako optimalni (0,82 x 105 ml™).

Progresivni pohyb v Cerstvém ejakulatu na inseminacnich stanicich by mé¢l
mit 45-75 % i vice (LOUDA et al., 2007). Primérna aktivita sledovanych bykut byla
74,63 %, s minimalni hodnotou 49 % (byk ¢. 5) a maximalni 90 % (byk ¢. 4).
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Parametry Cerstvého spermatu zjisténé v experimentalni ¢asti odpovidaly
hodnotam, které ve své praci zvefejnili DOLEZALOVA et al. (2015). Jednalo se o0 objem
9,97 g, koncentraci 1,00 x 10° mm a progresivni motilita spermii 72,22 %.

Ejakulat odebirany na inseminacni stanici od licencovanych bykti musi
spliiovat stanovené normy pro dany druh plemenikii hospodaiskych zvitat, aby mohlo
byt semeno pouzito k umélé inseminaci (LOUDA et al. 2007). K laboratornimu
hodnoceni charakteristik spermatu in vitro po kryokonzervaci se v dne$ni dobé
vyuzivaji klasické 1 moderni metody, jejichz hlavnim ucelem je predikce potencialu

plodnosti vzorku spermatu (ZOCCOLARO et al., 2013).

Tabulka 1: Vstupni parametry ¢erstvého ejakulatu

Byké. | A[%] SE Min. [%] | Max. [%]| Mn[g] |H[10° mIY
1 74,27 6,64 57,00 86,00 12,15 0,99
2 65,87 7,05 53,00 75,00 11,89 1,02
3 72,60 7,39 60,00 84,00 12,65 0,67
4 82,80 5,70 67,00 90,00 7,78 1,37
5 72,55 11,43 49,00 89,00 6,46 0,94
6 79,13 6,50 62,00 86,00 8,57 0,51

viichni 74,63 9,07 49,00 90,00 10,08 0,9

Vysvétlivky: primér progresivni motilita cerstvého ejakulatu (A); Smérodatnd odchylka priméru

(SE); mnozstvi odebraného ejakulatu (Mn); koncentrace/hustota ¢erstvého ejakulatu (H)

Pt1 pouziti korelacni analyzy byla zjiSténa zavislost mnoZstvi a koncentrace cerstvého
ejakulatu a vysledné aktivity ve vSech Casech ekvilibrace na pocateéni aktivité
spermii pii odbérech (Tabulka 2). Pocate¢ni aktivita ma vliv na ostatni vstupni
parametry, se kterymi je v nizké korelaéni zavislosti (r=0,0-0,3). Doby ekvilibrace
E1 a E3 jsou v mirné korelacni zavislosti (r=0,31-0,5) s po¢ate¢ni aktivitou (p <0,01)
a doby ekvilibrace E8 a E24 jsou ve vyznamné korela¢ni zavislosti (r=0,51-0,7)
s pocatecni aktivitou (p <0,01). Mnozstvi a hustota ¢erstvého ejakulatu nevykazuji
zadnou statisticky vyznamnou korelaci (p >0,05). U mnozstvi byla zjisténa nizka
korelace (r=0,27) s aktivitou v E8 (p <0,01) a u hustoty byla zjisténa mirna korelace
s aktivitou v E8 i E24.

MURPHY et al. (2018b) potvrzuje linearni zvyseni celkového poc¢tu bunck
se zvySujicim se objemem ejakulatu a pozitivni vliv vys§iho véku na koncentraci

spermii v ejakulatu.
Tabulka 2: Korelaé¢ni vztahy vstupnich parametri s ¢asy ekvilibrace

37



Znak Mn H E1 E3 ES E24
A r -0,23 0,27 0,40 0,41 0,51 0,53

p 0,032° |0,012° |<0,001” |<0,001" [<0,001" |<0,001"
Mn r X -0,02 -0,15 -0,20 -0,23 -0,20

p X 0,842 0,171 0,06 0,029 0,064
H r X 0,31 0,17 0,36 0,33

p X 0,775 0,109 0,001" 0,002

Vysvétlivky: primér progresivni motilita Cerstvého ejakulatu (A); Smérodatnd odchylka primeéru
(SE); mnozstvi odebraného ejakulatu (Mn); koncentrace/hustota ¢erstvého ejakulatu (H); p <0,05 * —

95 %; p <0,01 ** —99 %.

5.2 Vliv délky ekvilibrace

Vysledky vlivu délky ekvilibrace jsou uvedeny v tabulce ¢. Tabulka 3
a Tabulka 4 a grafu ¢. Graf 1 a Graf 2. Zmétena aktivita po rozmrazeni byla vyjadiena
procentudlnim podilem z pocatecni aktivity po odbérech, aby byl 1épe zietelny rozdil
mezi skoky a byky.

Z Tabulka 3 vyplyva statisticky vyznamny (p <0,01) vliv byka a casu
na vyslednou dobu ekvilibrace. Mezi sledovanymi byky ve stanovenych dobéach
ekvilibrace byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil. Pfi hodnoceni vlivu ¢asu
ekvilibrace jsme dospéli ke statisticky vysoce vyznamnému rozdilu. Tyto rozdily byly

dale vyhodnoceny.

Tabulka 3: Vliv byka a ¢asu na motilitu po rozmrazeni v riiznych ¢asech ekvilibrace

F-test P
Byk 3,20 0,011 *
Cas 172,61| <0,001**

Vysvétlivky: p <0,05 * — 95 %; p <0,01 ** — 99 %

V tabulce €. 4 jsou porovnani byci v jednotlivych Casech ekvilibrace. Plivodni
hypotéza prokazala rozdil mezi byky, ovSem pii dikladnéjSim rozboru byl zjistén
statisticky vyznamny rozdil pouze v E24 u byka ¢. 4. Primérna procentudlni aktivita
vSech byktll v tomto Case byla 55,47+17,59 %. Byk ¢. 4 m¢l v E24 nejvyssi hodnotu
(68,90+£10,14 %) a tim zna¢né pievysil ostatni byky.

Tabulka €. 4 a graf €. 2 a 3 popisuji vztah mezi dobou ekvilibrace a vyslednou
motilitou a porovnavaji doby u bykd jednotlivé a nasledné i jejich primérnou

hodnotou. Nejnizsi doba ekvilibrace méla 1 hodinu a vysledky aktivity s timto ¢asem

cvwvr
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po rozmrazeni (31,08+9,75 %) z aktivity pti odbérech (74,634+9,07 %) dava piiblizné
pouhych 23 % spermii s progresivni motilitou.

Pti zvySeni doby ekvilibrace na 3 hodiny doslo ke zvysSeni vysledné aktivity
na 46,73+12,33, coz z primérné aktivity pti odberech €ini ptiblizné 35 %.

Nejvyssi hodnoty motility spermii po rozmrazeni byly zaznamenany témeét
u vSech byki pii dobé ekvilibrace 8 hodin. Vyjimkou byl byk €. 4, ktery mél nejvyssi
hodnotu pii 24hodinové ekvilibraci. OvSem rozdil mezi t€émito hodnotami nebyl
statisticky vyznamny (p>0,05). Primérna zjisténa hodnota v Case ekvilibrace 8 hodin
byla 58,74+13,92 %. Primérna aktivita pti odbérech byla 74,63+£9,07 % (viz tab.
¢. 1), z ¢ehoz vyplyva, ze primérna aktivita po rozmrazeni v této dobé ekvilibrace je
priblizn¢ 43 %.

Aktivita naméfend po 24hodinové ekvilibraci byla v priméru 55,47+17,59 %,
coz je nepatrné niz$i hodnota nez u ekvilibrace 8 hodin, nicméné tento rozdil neni
statisticky vyznamny. Po pfepoftu z pocatecni aktivity vychdzi primérna

aktivita této dobé ekvilibrace piiblizné 41 %.

Tabulka 4: Vysledné hodnoty procentualni aktivity spermii po rozmrazeni, vliv
byka a vliv ekvilibracni doby

E1l E3 E8 E24

Byk LSM SE LSM SE LSM SE LSM| SE

30,94%"  |12,52 |38,94°°" [12,81 [52,12°%' |11,68 [49,21°¢' |16,30

33,024 19,75 |53,80°%' |13,66 (64,635 14,26 |56,86°%' 13,99

30,00t |947 |44,12°' |14,51 [53,37°' 19,18 |54,25°' 22,83

30,35** |8,26 (46,098 |543 62,56 4,62 |5810°%*' |11,67

31,44”' 8,15 |44,57%' 8,44 |53,258%? 12,75 |(46,22%' |18,98

1
2
3
4 30,56"' [10,69 [52,69%' (10,01 |67,50°' |7,07 |68,90°> |10,14
5
6
2

31,08 1975 |46,73°" |12,33 |58,74°' 13,92 |5547°' |17,59

Vysvétlivky: Stejna pismena a ¢islice v hornim indexu dokumentuji statistickou vyznamnost rozdilu —
A, B, C (p <0,05); 1, 2 (p <0,05); Pismena zna¢i rozdil mezi ¢asy ekvilibrace u jednotlivych bykt
(tadky), cislice znaci rozdil mezi byky v urcitych ¢asech (sloupce); LSM — primér nejmensich ctverct;

SE — stfedni chyba praméru.

Schopnost spermie byt progresivné pohybliva je podle AMAL et al. (2019)

vvvvv

kryokonzervovaného spermatu. Zivotaschopnost spermii po rozmrazeni je stale nizka

a mezi chovnymi byky se vyrazné lisi. Tyto slabiny jsou dulezité, protoZe brani
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pokroku v reproduk¢ni biologii (UGUR et al., 2019). Jednim z dtlezitych vlivt je doba
ekvilibrace (MURPHY et al., 2018a).

Aktivita kvalitni inseminac¢ni davky po rozmrazeni s dobrou oplozovaci
schopnosti by se méla pohybovat od 30 do 50 % a m¢la by obsahovat 10 miliont
aktivnich spermii s progresivni motilitou (LOUDA et al., 2008). Inseminacni stanice,
na které byl proveden pokus, fedi Cerstvy ejakulat tak, aby kazda inseminacni davka
obsahovala 30 miliont spermii. Toto fedéni je automaticky vypocéteno programem
na analyzu ejakulatu. Vzhledem k tomuto nastaveni neni v diplomové praci mnozstvi
celkovych spermii zaznamenavano. LOUDA et al. (2008) zaroven uvadi, Ze optimalni
pocet spermii v inseminacni davce potiebny k uspéSnému oplozeni plemenic je
u bykt rozdilna.

Pfi porovnani jednotlivych dob ekvilibrace u kazdého byka samostatné byl
prokazan statisticky vysoce vyznamny rozdil (p <0,01) mezi E1 a E3 je u byki ¢ 2-6.

U byka ¢. 1 mezi témito ¢asy ekvilibrace neni statisticky vyznamny rozdil (p >0,05).

Graf 1: Vliv doby ekvilibrace na aktivitu spermii po rozmrazeni u jednotlivych
byki
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Vysvétlivky: Statisticky vyznamné rozdily (p <0.05) mezi hodnotami jsou oznaceny indexy ,,a“, ,,b",
,c*, pficemz nejnizs$i hodnota je oznacena indexem ,,a“. Hodnoty, mezi kterymi nebyly zjistény

prukazné (p>0.05) rozdily, jsou oznadeny stejnym indexem ,,a“.

Zvyseni doby ekvilibrace ze 3 hodin na 8 hodin byl vysoce statisticky
vyznamny (p <0,01)ubykt €. 1,4 a 5. Naopak byci €. 2, 3 a 6 nevykazovali statisticky
vyznamny rozdil (p >0,05).
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Dalsi navySeni z 8 hodin na 24 hodin nevykazalo statisticky vyznamny rozdil
(p >0,05) u zadného byka. Nicmén¢ z pruméri aktivit Ize vy¢ist, Ze doslo k mirnému
snizeni aktivity v porovnani s aktivitou v E8. MURPHY et al. (2018a) ve své praci
uvadi, ze prodlouzenim rovnovazného stavu z 8 na 18 hodin nebo ze 4 na 72 hodin
zvysilo kvalitu motility a zivotaschopnost bycich spermii a nebyla ovlivnéna
plodnost.

U byka €. 1 je patrny vysoce vyznamny rozdil (p <0,01) mezi E1 a E8 i E24,
dale mezi E3 a E8. Byk ¢. 2, 3 a 6 prokazuje vysoce vyznamny rozdil (p <0,01) mezi
E1 a E3, E8 i E24. U byka ¢. 4 jsou vysoce statisticky vyznamné rozdily (p <0,01)
mezi E1 a E3, E8 i E24, dale mezi E3 a E8 i E24. U byk €. 5 se zaznamenal vysoce
statisticky vyznamny rozdil (p <0,01) mezi E1 a E3, E8 i E24 a mezi E3 a ES8.

SHAHVERDI et al. (2014) uvadi, Ze délka ekvilibrace vyrazné ovliviiuje
celkovou i progresivni motilitu spermii po rozmrazeni. Posouzeni motility je proto
nedilnou soucasti analyzy kvality spermatu s vyuzitim systémi CASA,
které umoznuji objektivni pfesné hodnoceni kinematiky motility spermii (MURPHY

et al., 2018a).

Graf 2: Vliv doby ekvilibrace na aktivitu spermii po rozmrazeni v priméru
u vSech byki
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zjistény prikazné (p>0.05) rozdily, jsou oznaéeny stejnym indexem ,,a‘.

V experimentalni ¢asti diplomové prace byl tento vyrok potvrzen. Pii El

se motilita snizila o témét 70 %, u E3 vice jak 50 % a u E8 a E24 o necelych 50 %
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(graf €. 3). Vyznamny statisticky rozdil byl zji§tén mezi hodnotami E1 a E3, ES i E24,
mezi E3 a E8 a E24 také. Statisticky nevyznamny rozdil byl mezi primérnymi
hodnotami vS§ech bykl v ¢ase 8 a 24 hodin.

Vhodna doba ekvilibrace je stale nezjisténa a jejim studiem se zabyva mnoho
V porovnani s 2 a 4 hodinami. Nejlepsich vysledkt dosahl ve 4 hodinach. AMAL et al.
(2016), BELALA et al. (2016), DOLEZALOVA et al. (2016) a STADNIK et al. (2016)
svym vyzkumem potvrdili, Ze velmi nizkd doba ekvilibrace (30 minut) je
nedostatenad a vyssi doba ekvilibrace (4 hodiny) vykazuje vy$$i motilitu
PO rozmrazeni.

Narozdil od zminénych studii, které doporucuji mrazit inseminacni davky
ve stejny den odbéru ejakulatu, existuji jiné studie, které toto tvrzeni vyvraceji (ARAV
et al., 2000, MuINo et al., 2007, LEITE et al., 2010 a SHAHVERDI et al., 2014).

Vysledky této prace jsou v nesouladu se SHAH et al. (2016), kteti prodlouzili
dobu ekvilibrace na 6 hodin a nejlepsi vysledky obdrzeli opét v Case 4 hodiny.

Doba ekvilibrace je nezbytna pro zachovani motility spermii (SHAHVERDI
et al. 2014). Ovsem piesna doba ekvilibrace, ktera by méla nejlepsi vliv na vitalitu
spermii, neni dosud znama (LEITE et al., 2010).

Inseminacni stanice maji velky zajem o zlepSeni kvality inseminac¢nich davek
uvadéjici na trh. Proto se v poslednich desetileti experimentuje s rliznymi ptisadami
a fedidly, riznymi rychlostmi chlazeni, zmrazovani i rozmrazovani (MUINO et al.,
2007). Kryokonzervace je nefyziologicka metoda, ktera zahrnuje vysokou troven
prizptisobeni biologickych bunék osmotickym a termickym Sokiim, ke kterym
dochazi jak béhem zfedéni, ochlazovani-zmrazeni, tak béhem rozmrazovacich
postuptt (ANDRABI, 2009). ZOCCOLARO et al. (2013) zdiraziuje manipulaci jako

vyznamny faktor kvality insemina¢ni davky.

42



6 Zavér

Uméla inseminace je reprodukcni biotechnologie, ktera vyrazné
ptispéla ke genetickému zlepseni, zejména u dojnic. Tento dopad by nebyl mozny
bez uspésného zmrazeni byc¢iho spermatu. Proces kryokonzervace piedstavuje umélé
preruseni procesu maturace a oplodnéni po ejakulaci. Hlavni nevyhoda spociva v tom,
ze postupy podilejici se na procesu kryokonzervace jsou Skodlivé pro spermie,
a dokonce 1 nejlepsi techniky konzervace vedou ke snizeni zivotaschopnych spermiti
na polovinu.

Rovnovaha je nezbytnym krokem pii kryokonzervaci spermatu. Kromé
pusobeni proti krystalim ledu diky kryoprotektantu umoziuje stabilizaci
spermatozodlni membrany a jeji piizplisobeni nizkym teplotdm pii piipravé
na zmrazeni.

Cilem diplomové prace bylo zhodnotit vliv doby ekvilibrace na progresivni
motilitu spermii po rozmrazeni. Z vysledkd experimentélni ¢asti vyplyva, Ze doba
ekvilibrace 1 hodinu je neefektivni z hlediska kvality insemina¢ni davky a nesplituje
minimalni pozadavky progresivni motility inseminac¢nich davek (23 %).
Mezi vybranymi Casy ekvilibrace bylo plsobeni 8 a 24 hodin nejvice pozitivni
K motilit¢ spermii po rozmrazeni a snizili motilitu na 58,74+13,92 %
a 55,47+17,59 % z pocatecni aktivity. Vliv byka byl potvrzen pouze u jednoho byka
v jednom case.

Na inseminacnich stanicich je proto vhodné z hlediska nejlepsi kvality
inseminacnich ddvek mrazit po osmi hodinach doby ekvilibrace. Ov§em mrazeni
druhy den po odbérech je pro Slechtitelské podniky organizacné ptijatelné;si a rozdil

v kvalité insemina¢nich davek na rozdil od ekvilibrace 8 hodin je nevyznamny.
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9 Seznam pouzitych zkratek

A ... vychozi aktivita (progresivni motilita) pii odbérech

Al... uméla inseminace (artificial insemination)

CASA... computer assisted sperm analysis

Ei ... aktivita spermii po rozmrazeni pii dob¢ ekvilibrace 1 hod.
Es ... aktivita spermii po rozmrazeni pii dob¢ ekvilibrace 3 hod.
Es ... aktivita spermii po rozmrazeni pti dob¢ ekvilibrace 8 hod.
E24 ...aktivita spermii po rozmrazeni pii dob¢ ekvilibrace 24 hod.
H ... hustota/koncentrace spermii v odebraném ejakulatu

Mn ... mnoZzstvi odebraného ejakulatu
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10Pfilohy

Priloha 1: Vzor protokolu o kvalité spermatu byka

Analyza semene SpermVision

Jméno dérce: ID darce: Plemeno:

Legenda

@ Progresivni motilita
© Lokalni motilita

@ Nepohyblivé

Technik: Cislo vzorku: 1 Redidlo: ANDROMED
Objem (ml): 15 Progresivni motilita: 75,64%
Koncentrace (B/ml): 1,140 Lokaini motilita: 6,88%
Burky celkem (B): 16,65 Nepohyblivé: 17,48%
Zivotaschopné bufiky celk. (B): 16,65 Calkova motilita: 82,52%

Poznamky:
Datum anlyzy:
Podpis

Piiloha 2: Tabulka skuteénych hodnot aktivity spermii po rozmrazeni v riiznych
casech ekvilibrace

E24 [%]
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