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Abstrakt

Tato metodika shrnuje nedavny pokrok v inseminaci byciho spermatu se zaméfenim na nova
fedidla spermatu a jejich vliv na kvalitu, bezpe¢nost a plodnost spermii. Porovnava tedidla
rostlinného a zivoc¢isného ptiivodu pro kryokonzervaci a konstatuje, ze zatimco tradi¢ni fedidla
na bazi vajecného zloutku podporuji lepsi pteziti spermii po rozmrazeni, rostlinna fedidla s
Metodika se dale zabyva jak sezéonni a klimatické faktory ovliviiuji kvalitu ejakulatu u
holstynskych byka v CR chovanych ve stajich bez aktivni ventilace. I pfes neidealni
mikroklimatické podminky nebyly pozorovany zaddné negativni u¢inky na kvalitu spermatu.
Navic nebyl zaznamend ani tepelny stres, protoze hodnoty THI zlstaly pod kritickymi
urovnémi. Korelaéni a multi-parametrova analyzy nepotvrdily Zadné vyznamné souvislosti
mezi oxida¢nimi metabolity stanovenymi z krve a kvalitou spermii. Vyuziti pocitacove
asistované analyzy spermii a prutokové cytometrie poskytlo vramci ovéteni vysledki
spolehlivé udaje o motilité a bunécné struktuie spermii. Tato zjisténi napomahaji k optimalnimu
nacasovani odbéru spermatu a vybéru fediciho media pro zlepSeni kvality a mnoZstvi
inseminacni davky. Implementace téchto pfistupti mize snizit naklady, zvysit efektivitu a
minimalizovat dopad na zivotni prostfedi, coz podporuje udrzitelnéjsi a ziskové&jsi chov

mlééného skotu.

Kli¢ova slova: spermatogeneze, produkce spermatu byki, sezonnost, teplotné-vlhkostni index,
oxidac¢ni stres, mikroklimatické podminky, fedidla, odbér krve, biochemicka analyza, odbér
spermatu, pritokova cytometrie spermii, analyza motility, kvantitativni a kvalitativni parametry

spermii, korelacni analyza



Abstract

This methodology summarizes recent advances in bull semen insemination, with a focus on
novel semen extenders and their effects on sperm quality, safety, and fertility. It compares plant-
and animal-based extenders for cryopreservation and concludes that, while traditional egg yolk—
based extenders support better post-thaw sperm survival, plant-derived extenders containing
low-density lipoproteins enhance freeze tolerance and offer a safer alternative. Furthermore,
the methodology addresses how seasonal and climatic factors affect ejaculate quality in
Holstein bulls in the Czech Republic housed in barns without active ventilation. Despite
suboptimal microclimatic conditions, no negative effects on semen quality were observed.
Moreover, no signs of heat stress were detected, as THI values remained below critical
thresholds. Correlation and multiparametric analyses did not confirm any significant
associations between oxidative metabolites measured in blood and sperm quality. The
application of computer-assisted sperm analysis (CASA) and flow cytometry provided reliable
data on sperm motility and cell structure within the validation process. These findings
contribute to optimizing semen collection timing and the selection of extenders to improve the
quality and quantity of insemination doses. The implementation of these approaches may
reduce costs, increase efficiency, and minimize environmental impact, thereby supporting more

sustainable and profitable dairy cattle breeding.

Keywords: spermatogenesis, bull semen production, seasonality, temperature-humidity index,
oxidative stress, microclimatic conditions, diluents, blood collection, biochemical analysis,
semen collection, sperm flow cytometry, motility analysis, quantitative and qualitative sperm

parameters, correlation analysis
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[. CIL METODIKY

Cilem této metodiky je shrnout nejnovéjSi poznatky v aspektu optimalizace vyroby
inseminacnich davek bykl. Zaméiuje se zejména na inovace v oblasti fedidel, s diirazem na
vyuziti rostlinnych ¢i syntetickych slozek. Tyto slozky mohou snizit riziko pienosu
nebezpecnych chorob prostiednictvim fedidel a zaroven zlepsit kvalitu inseminacnich davek.
Déle se vénuje sezénnim a klimatickym vliviim na produkci spermatu u bykt. Tyto informace
jsou dale zasazeny do kontextu celkového oxida¢niho stavu krve bykii. Na zdklad¢é téchto
poznatkil nabizi praktickd doporuceni pro optimalni nacasovani odbéru ejakulatu a vyroby
inseminacnich davek. Uplatnéni poznatkl z této metodiky ptispéje ke zlepsSeni kvantitativnich
1 kvalitativnich parametrii inseminac¢nich davek s predpokladem vyssi plodnosti krav, a tim i k

vy$si ekonomické efektivité chovu skotu.



II. VLASTNI POPIS METODIKY

1. Uvod

1.1. Sezonnost produkce spermatu bykt

Globalni oteplovani je v poslednich letech intenzivné diskutovanym tématem s rozsahlou
diikkazni zékladnou (Wang et al. 2023; Park 2022). Zvlastni pozornost je vénovana oteplovani
v Evropé€, kde se primérné rocni teploty zvySuji tempem + 0,5 °C za desetileti, coz je
dvojnasobek celosvétového priméru (World Meteorological Organization 2023). Neni proto
piekvapivé, ze fada studii v oblasti fyziologie hospodarskych zvirat se zamétuje na hodnoceni
rizik spojenych s teplotnim stresem (Vanselow et al. 2024; Vinet et al. 2024; Morrell 2020;
Sabés-Alsina et al. 2019).

Chov skotu patii mezi klicové sektory zivocisné vyroby a pro predikei rizik i vyvoje €innych
opatfeni proti teplotnimu stresu je nezbytné podrobn¢ studovat vliv zvysené teploty na produkci
a reprodukci (Chen et al. 2023; Kulaz and Ser 2022; Bezdic¢ek et al. 2021). Piestoze se
problematika teplotniho stresu Casto vice soustiedi na samice, nelze opomenout roli samci
populace. Je vSak dulezité poznamenat, Ze projevy snizené produkce, reprodukce a zhorSené¢ho
welfare se mohou objevit i bez zjevného vyskytu teplotniho stresu. Jednim z nejobjektivnéjsich
zpiisobll hodnoceni teplotniho diskomfortu a teplotniho stresu je vypocet teplotné-vlhkostniho
indexu (THI) (Gloria et al. 2021; Llamas-Lucefo et al. 2020; Garcia-Ispierto et al. 2006). Podle
dostupnych studii Ize jiz pti hodnoté THI nad 60 u nékterych plemen bykti pozorovat negativni
dopady na objem, produkeci a kvalitu spermatu. Pii hodnoté THI nad 70 se pfedpoklada zvySena
mira teplotniho stresu, zatimco pii piekro€eni hranice 80 muize dojit k vyraznému poklesu

kvality spermatu a reprodukéni vykonnosti (Llamas-Lucefio et al. 2020; Al-Kanaan et al. 2015).

Proces spermatogeneze a zrani spermii trva u bykt pfiblizné dva mésice, béhem nichzZ mohou
byt spermie vystaveny negativnim vliviim vysokych teplot v kombinaci s nevhodnou hodnotou
relativni vlhkosti vzduchu. Tudiz teplotni diskomfort a stres mliZe narusit nejen samotny proces
tvorby a zrani spermii ve varlatech, ale 1 jejich ukladani v nadvarleti pted ejakulaci. Dasledkem
muze byt nejen snizeni objemu ejakulatu, ale i poSkozeni klicovych bunéénych struktur spermii,
jako jsou plazmaticka membrana, akrozom nebo mitochondrie. Tato poskozeni se nemusi nutné
projevit okamzitym odumienim spermii, ale mohou vést ke sniZeni jejich pohyblivosti, viability
a oplozovaci schopnosti. Oplozovaci schopnost spermii 1ze zkoumat in vivo pomoci funk¢nich

testll, pfedevsim na zéklad¢ umélé inseminace, nebo in vitro laboratornimi metodami, jako je



pocitacova analyza pohyblivosti spermii (CASA) ¢i pratokova cytometrie. Vysledky in vivo
jsou vsak ovlivnény fadou faktort, véetné kvality inseminace, pfesného nacasovani ¢i celkové
urovné chovu (Bezdicek et al. 2024; Boudaoud 2023; Kasna et al. 2023; Beran et al. 2013).
Naproti tomu in vitro testy, piestoze pouze predikuji oplozovaci schopnost, poskytuji

spolehlivéjsi a 1épe reprodukovatelné vysledky napiti¢ riznymi laboratofemi (Grba et al. 2024;

Pytlik et al. 2023; Savvulidi et al. 2023; Pytlik et al. 2022).

Z vyse popsané¢ho textu vyplyva, ze spermie jsou pomeérné citlivé bunky, jejichz kvalitu
a oplozovaci schopnost navic mohou ovlivnit metabolity a oxidacni status. Je obecné zndmé,
ze pozitivni zékladni charakteristiky ejakuldtu, jako jsou objem, koncentrace, pohyblivost atd.
nemusi byt vzdy jeste jistotou dobré oplozovaci schopnosti. Je nutné vzit v tvahu i dalsi faktory,
které se Casto odehravaji na biochemické trovni (Asadpour & Tayefi-Nasrabadi 2012). Jednim
z téchto faktort je 1 oxidacni stres. Vysokd nachylnost spermii k oxidaénimu poskozeni souvisi
s nizkou hladinou antioxida¢nich enzymt v cytoplazmé a vysokym obsahem polynenasycenych
mastnych kyselin v jejich membranach (Caroppo & Dattilo 2022; O'Flaherty 2014). Oxidac¢ni
stres je regulovan komplexni siti enzymovych a neenzymovych antioxidantti (Vince et al.
2018), pfi¢emz teplotni stres miize negativné ovlivnit rovnovdhu mezi hladinami antioxidantt
a hladinami molekul s oxida¢nim uc¢inkem (tj. volnych radikaltl) ve prospéch vzniku oxida¢niho
poskozeni. Parametry, jako jsou celkovy oxidaéni status (TOS) a celkovy antioxidac¢ni status
(TAS), hraji klicovou roli pii hodnoceni oxida¢niho stresu. Nizké hodnoty TAS byly naptiklad
spojeny s oxida¢nim stresem u krav v rané laktaci (Gong & Xiao 2016) a s neplodnosti samcii
(Subramanian et al. 2018). U bykil byla zjiSténa negativni korelace mezi TAS a peroxidaci
lipidt v kryokonzervovanych spermiich (Glirler et al. 2015), coz naznacuje, Ze antioxidacni

status byka mize vyznamné ovlivnit kvalitu jeho spermatu.

Metodice se zaméfuje na analyzu vztahu mezi THI (mikroklimatickymi podminkami),
oxida¢nim stavem krve bykil a hlavnimi kvantitativnimi 1 kvalitativnimi parametry Cerstvé
odebraného spermatu holstynskych bykt chovanych ve vnitinich prostorach v podminkach

sttedni Evropy.

Oxidacni status a volné radikaly u spermii

Vznik volnych radikalti a antioxida¢ni ochrana je diilezitou soucésti celé biologie bun¢k a tyka
se samoziejmé 1 fyziologie spermii. Vznik volnych radikald je pfirozenou soucasti procesu
oxidaéni fosforylace v mitochondriich. Zdrojem volnych radikalti je mimo mitochondridlniho
elektronového transportniho fetézce také NADPH-oxidace. Ochrana proti jejich reaktivité je

zajiStovana enzymovymi a neenzymovymi antioxidanty, které jsou pfirozenou soucasti



aerobnich buné¢k. V pfipad¢ spermii je specifickd situace v tom, Ze spermie nedisponuji
cytoplazmou, ktera by zabezpecila dostatek antioxidantl. Jsou tedy velmi citlivé na oxidacni
stres a dale také na peroxidaci lipidd z diivodu vysokého obsahu polynenasycenych mastnych
kyselin v plazmatické membrané (Thompson et al., 2014). Vyznamnou roli proto sehrava
semenna plazma, kterd disponuje riznymi antioxidanty, jako jsou piedevSim glutathione
peroxidasa (GSH-Px), katalasa (CAT), superoxid dismutasa (SOD), redukovany glutathion
(GSH), vitamin C a E (Vince et al. 2018). Ptitom je dulezité, ze pro fadu fyziologickych procest
spermii  je dilezitd pfesnda rovnovaha mezi vznikajicimi  volnymi radikaly
a antioxida¢ni ochranou. Vyznamnym faktorem, ktery souvisi se zménou antioxida¢ni ochrany,
se ukazuje byt také teplotni stres (rocni obdobi) a veék. Balic” et al. (2012) zjistili vyssi aktivitu
GSH-Px v jarnich mésicich oproti letnim. Dale Asadpour & Tayefi-Nasrabadi (2012) uvadéji
vy$§i enzymovou aktivitu GPx na podzim. Vyznamnym faktorem se ukazuje byt dale v&k byki,

napfi. Vince et al. (2018) uvadéji vyssi antioxidacni ochranu u mladsich bykl nez u starSich.

Vyznamnym ukazatelem miry oxida¢niho stresu jsou poté hodnoty TAS a TOS. Obecné Ize fici,
ze nizké hodnoty TAS jsou spojené s nizkou antioxidacni ochranou, ktera se projevuje u krav
oxida¢nim stresem v pocatku laktace (Gong & Xiao 2016). Naopak, u lidské populace je u
muzl nizk4 antioxidaéni ochrana spojovana s jejich neplodnosti (Subramanian et al. 2018;
Pasqualotto et al. 2001). U byku Giirler et al. (2015) zjistili negativni korelaci mezi TAS a
peroxidaci lipida u kryokonzervovaného spermatu. Ukazuje se tedy, Ze se jednd o vyznamny
parametr charakterizujici individualitu byka, ktery ma pozitivni efekt na kvalitu spermatu

(Giirler et al. 2015).

1.2. Redidla pro kryokonzervaci spermii

Srovnani rostlinnych a zZivocisnych redidel

Aby se minimalizovaly Skodlivé Uc€inky kryokonzervace, uchovavaji se spermatické bunky
v raznych vodnych médiich, znamych jako spermaticka tfedidla, kterd maji specifické slozeni
(Hashem & Gonzalez-Bulnes 2020). Typické fedidlo pro kryokonzervaci spermii obsahuje puft,
sacharid pro zajiSténi energetické a osmotické rovnovahy, rozpoustédlo pro upravu pH
a osmolarity, antibiotika a ochranné latky. Tyto ochranné¢ latky se dé&li
na membranou propustné, kam patii zejména glycerol, a nepropustné, jako je vaje¢ny Zloutek
fedidel diky obsahu lipoproteinii s nizkou hustotou (LDL), které jsou primarn¢ zodpovédné
za kryoprotektivni u¢inky (Simonik et al. 2016). LDL frakce pozitivné ovliviiuje bunéénou

strukturu spermii 1 extracelularni prostiedi (Hu et al. 2011). Ptestoze je vajecny Zloutek Siroce
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hodnoceni kvality spermii. Tyto faktory vedly k rostouci poptavce po alternativnich fedidlech,
které neobsahuji slozky zivoc¢isSného piivodu (Miguel-Jimenez et al. 2020; Murphy et al. 2018;
Singh et al. 2018).

Rada vyzkumil se zaméfuje na nahrazeni ochrannych latek Zivo¢isného ptivodu rostlinnymi
alternativami, a to zejména s cilem snizit riziko mikrobialni kontaminace a pfenosu nékaz, jako
je napiiklad ptaci chiipka nebo bovinni spongiformni encefalopatie. Dal§imi diilezitymi motivy
vyzkuml jsou zlepSeni standardizace, sledovatelnosti produkti a zvySeni biologické
bezpecnosti (Layek et al. 2016; Aires et al. 2003). Mezi nejcastéji zkoumané alternativy patii
sojovy lecitin, ktery byvd vyuZzivan jako ndhrada vaje¢ného zloutku. Vysledky studii
hodnoticich ucinnost fedidel na bazi sdjového lecitinu se vsak rizni. Nékteré studie uvadéji
srovnatelné vysledky v kvalité¢ spermatu in vitro a/nebo in vivo u skotu ¢i buvoll pfi pouziti
sojového lecitinu namisto vajeéného Zloutku (Murphy et al. 2018; Aires et al. 2003). Jiné prace
dokonce zaznamenaly lepsi zachovani kvality spermii nebo vyS$si oplozovaci schopnost u davek
fedénych pomoci s6jového lecitinu ve srovnani s tradicnimi fedidly obsahujicimi zivocisné
slozky (Miguel-Jimenez et al. 2020; Beran et al. 2012). Naopak nékteré studie poukazuji
na zhorSeni kvality spermii, a to jak v laboratornich podminkach (Muifo et al. 2007), tak i pii
praktickém pouZiti in vivo (Singh et al. 2018; Crespilho et al. 2014), kdyz byla pouzita fedidla

na bazi s6jového lecitinu misto téch s Zivo¢iSnymi slozkami.

Dil¢im cilem této metodiky je proto objektivné vyhodnotit kvalitu spermii po rozmrazeni
a zmé&ny souvisejici s inkubaci s fedidlem u kryokonzervovanych subpopulaci bycich spermii
ptfi pouziti fedidel na bazi sdjového lecitinu (rostlinného pivodu) ve srovnani s fedidly

obsahujicim vajecny zZloutek (Zivoc¢isného piivodu).

Zlepseni redidel na rostlinné bazi pridavkem LDL

Vzhledem k tomu, Ze uprava slozeni fedidla patfi mezi hlavni techniky pro zlepSeni konzervace
spermatu, muze predstavovat vhodnou moznost ptidavek LDL frakce vaje¢ného zloutku
k fedidlu na bazi s6jového lecitinu (rostlinného ptivodu). Tato kombinace mize napomoci
zlepSeni kvality inseminacnich davek byki. Synergickd kryoprotektivni aktivita LDL
studie se vSak Casto opiraly o subjektivni hodnoceni spermii pomoci bézné mikroskopie, coz

muze ovlivnit pfesnost ziskanych vysledki. V soucasnosti je vSak k dispozici fada in vitro



metod, které umoznuji objektivni a piesné hodnoceni kvality spermii — ptredevSim

prostiednictvim prutokové cytometrie.

Pritokova cytometrie umoziuje kvantitativni a kvalitativni analyzu fady klicovych parametri
spermii, jako je napiiklad integrita plazmatické membrany, akrozomalni stav ¢i funkénost

mitochondrii, coz jsou zakladni ukazatele kvality spermatu (Savvulidi et al. 2023).

Jednim z cila této metodiky bylo proto ovefit pomoci pratokové cytometrie, zda piidavek LDL

k fedidlu na bazi sdjového lecitinu mize zvysit ucinnost kryokonzervace byc¢iho spermatu.

2. Metodika a vysledky
2.1. Metodické postupy

2.1.1. Metodika hodnoceni sezonnosti produkce spermatu u byku

Byci

Do praktického pozorovani bylo zatazeno 17 dospélych (3 = 1 rok starych) zdravych byki
holstynského plemene. Byci byli ustdjeni v komercni inseminaéni stanici, kterd se nachazi
ve Stiedodeském kraji v nadmoiské vysce 285 m n. m. v Ceské republice. Bykim byl
poskytovan optimalizovany rezim krmeni a napdjeni odpovidajici jejich télesné kondici

a rezimu odbéru ejakulatu.

Odber krve a biochemicka analyza

Krevni vzorky byly odebrany béhem péti odbéra (Cervenec 2023, zati 2023, listopad 2023,
unor 2024 a kvéten 2024). Kazdy odbér krve byl proveden jeden tyden pied odbérem spermatu.
Krev byla odebirdna z ocasu piimou punkci v. coccygea do standardnich odbérovek typu
HEMOS (GAMA GROUP as., Ceské Budgjovice, Ceska republika). Krev byla okamzité
ptevedena do zkumavek VACUETTE (Greiner Bio-One GmbH, Kremsmunster, Austria)
0 objemu 8, resp. 9 ml obsahujicich sérum aktivator tvorby séra, nebo heparin sodny. Nasledné
byly zkumavky pfi dodrZeni chladového reZzimu (4 °C) dovezeny do laboratofe pro dalsi
zpracovani. Zkumavky pro odbér séra byly nésledné centrifugovany (Hettich Universal 320)
pti 2000 g pti 4 °C po dobu 10 minut. Po centrifugaci bylo ziskédno krevni sérum, které bylo
nasledné alikvotovano po 200 pl do mikrozkumavek eppendorf. Zkumavky s heparinem
sodnym byly centrifugovany pii 2000 g pti 4 °C po dobu 15 min. Odstfedénim byla ziskdna
krevni plasma a ze zbylych krevnich bun€k byly pfipraveny lyzaty. Krevni sérum a lyzaty
krevnich bunék (dale jen lyzaty) byly alikvotovdny na 500ul do mikrozkumavek eppendorf.



Vzorky séra, plazmy a lyzat byly poté v laboratoti uloZeny pii teploté -60 °C do mrazaku po
dobu max. jeden a ptil mésice, nez byl stanoven ve vzorcich oxidacni status a zjiStény obsahy

oxidantll a antioxidanti popsanych nize.

Celkovy oxidac¢ni status (TOS) krevniho séra byl stanoven podle metodiky popsané v ¢lanku
Erel (2005). Tato metoda je zalozena na oxidaci komplexu zeleznaty iont - o-dianisidin
na Zeleznaty iont oxidanty piitomnymi ve vzorku. Zelezity iont vytvaii v kyselém prostiedi
barevny komplex s xylenolovou oranzi, ktery 1ze méfit spektrofotometricky pii vinové délce
560 nm. Test byl kalibrovan peroxidem vodiku a vysledky byly vyjadieny v umol ekvivalentt
H>02/1.

Celkovy antioxidaéni status (TAS) krevniho séra byl stanoven kolorimetrickou metodou
za pouziti 2,2'-azino-di-3-ethylbenztiazolin-sulfonatu (ABTS) dle metodiky Erel (2004). Pti
tomto testu dochdzi k odbarveni charakteristického zbarveni kationtového radikadlu ABTS
vlivem pfitomnych antioxidantd ve vzorku. Tento dé&j je sledovan spektrofotometricky
pfi 734 nm, pficemz rychlost sniZeni intenzity zbarveni je nepfimo umérnd TAS vzorku.

Jako standard byl pouzit Trolox a vysledky byly vyjadfeny v mmol ekvivalenti Troloxu/1.

Index oxidacéniho stresu (OSI) byl vypocitan pomoci nasledujiciho vzorce: OSI (%) = [(TOS,
mmol ekvivalentu H>O»/1) / (TAS, mmol ekvivalentu Troloxu/1)x100].

Aktivita GPx v lyzatech RBC byla stanovena spektrofotometrickou metodou (Paglia
and Valentine, 1967) zaloZenou na méteni poklesu absorbance pti 340 nm v disledku oxidace
NADPH reakci s glutathionreduktdzou. Metoda byla upravena pro méfeni kinetiky
v 96jamkové mikrotitracni desticce pomoci spektrofotometru (BioTek Synergy, model H1
(Agilent, Santa Clara, CA, USA)). Aktivita GPx v lyzatech RBC byla vyjadiena jako nkat/mg
Hb.

Odbeér spermatu

Ejakulat byl odebran pomoci umélé vaginy béhem péti odbérii v riznych rocnich obdobich,
vcetné nejteplejSich mésicli roku (Cervenec 2023, zatfi 2023, prosinec 2023, biezen 2024
a Cerven 2024). Ejakulaty byly makroskopicky a mikroskopicky hodnoceny bezprostfedné
po odbéru. Hodnotil se ziskany objem (OBJ) a koncentrace spermii (KONC). Pro analyzu
motility byl pouzit mikroskop Axio Scope Al (Carl Zeiss, 100 Munchen, Némecko)
a pocitacovy program Androvision (Minitube, Tiefenbach, Némecko), ktery hodnotil celkovou
pohyblivost (CAKT), resp. progresivni pohyblivost (PAKT). Pouze ejakulaty s objemem > 1,5

ml, koncentraci spermii > 700 x 10° spermii/ml a pohyblivosti > 70 % byly dale nafedény



pomoci syntetického fedidla OptiXcell (IMV Technologies, L'Aigle, Francie) podle navodu
vyrobce. Nafedéné vzorky spermii byly ihned pfevezeny do laboratoie k analyze pritokovou

cytometrii pfi teploté > 25 °C (doba prepravy cca 1 hodina).

Prutokova cytometrie spermii

Vzorky spermii byly ihned po piepravé podrobeny priatokové cytometrické analyze. Vzorky
byly ziedény ve fosfatovém pufru (PBS, pH ~ 7.4), aby bylo dosazeno konecné koncentrace 20
x 10° spermii/ml. Pro posouzeni zakladnich kvalitativnich parametrt byly vzorky inkubovany
v temnu pii teploté 38 °C po dobu 10 minut nasledujicimi fluorescencnimi sondami, kazdé v
piislusné kone¢né koncentraci: 10 pg/ml Hoechst 33342 (H342) pro identifikaci obsahu DNA,
8 ug/ml Propidium Iodide (PI) pro detekci poskozeni plazmatické membrany, 0,5 pg/ml lektinu
(FITC-PNA, Peanut Agglutinin) pro posouzeni poskozeni akrozomu. Hodnoceni bylo
provedeno pomoci digitadlniho pritokového cytometru NovoCyte 3000 (Acea Biosciences,
Agilent, Santa Clara, CA, USA). Pritokovy cytometr (Obrazek 1) byl vybaven sadou
optimélnich pasmovych filtra a pevnolatkovymi lasery.
Pro automatické nastaveni cytometru, sledovani vykonu a sbér dat byl pouzit software
NovoExpress, v1.3.0 (Acea Biosciences, Agilent, Santa Clara, CA, USA). Data byla uloZena
a nasledné analyzovana pomoci stejného softwaru. Bylo postupovano podle diive uvedené
strategie gatingu (Vasicek et al. 2022; Savvulidi et al. 2021), a byla identifikovana populace
zivotaschopnych spermii (H342+/PI-/PNA-; VIAB %), populace ,spermatické¢ buiky -
poskozend cytoplazmatickd membrana“ (H342+/PI+/PNA-; PM %), populace ,,spermatické
buniky - poSkozend cytoplazmatickd membrana a akrozom® (H342+/PI+/PNA+; PMA %),
a populace ,,spermatické buiiky - poskozeny akrozom* (H342+/PI-/PNA+; PA %).
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Obrazek 1. Pritokova cytometrie: pfistrojové vybaveni a vystupy. A — celkovy vzhled
pritokového cytometru; B — uvnitf pfistroje: aspiracni jehla; C — kyveta, ve které probiha
méteni fluorescence; D - fotonasobice; E - typicky vystup z priitokového cytometru: vystupem
méteni jsou bodové grafy a histogramy které ukazuji maxima fluorescence pro kvalitativni
hodnoceni sledovanych parametrt.

Zaznam klimatickych parametrii a vypocet teplotné-vihkostniho indexu

Pro trvalé zaznamenavani klimatickych parametrt (teplota a relativni vlhkost) v objektu se
zvitaty byl pouZit piistroj pro zdznam dat — dataloger Testo fady 175 (Testo, Titisee-Neustadt,
Némecko). Tento dataloger byl instalovan uvnitf objektu na sténé¢ ve vySce dvou metrl
nad povrchem podlahy. Klimatické parametry byly snimany kazdych 15 minut. Pro zpracovani
klimatickych 0daji uloZenym v paméti zdznamniku dat byl pouzit software Testo ComSoft
Ispierto et al. 2006). THI byl vypocitan v den odbéru spermatu (THI-0), stejné¢ jako v den
predchazejici 30 dni pted odbérem (THI-30; casovy bod pro pozdni spermatogenezi) a v den
predchézejici 60 dni pted odbérem spermatu (THI-60; Casovy bod pro ¢asnou spermatogenezi).
Dale byl vypocitan pocet dntt s THI > 70 za 30 dni ¢ili za 1 mésic (THI>70/1m), resp. za 60

dnti ¢ili za dva mésice (THI>70/2m) ptedchéazejicich odbéru spermatu.

Statisticke vyhodnoceni

Statistické analyzy byly provedeny pomoci softwaru SAS ver. 9.x (SAS/STAT®; SAS Institute,
Inc. Cary, NC, USA). Popisné statistiky byly vypocteny pomoci procedury UNIVARIATE.

Pearsonovy korela¢ni koeficienty pro méfeni tésnosti vztahu mezi analyzovanymi proménnymi
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byly stanoveny pomoci procedury CORR. Korela¢ni koeficienty byly vyhodnoceny
nasledovné: 0,3 az 0,5 (-0,3 az -0,5) slabé; 0,5 az 0,8 (-0,5 az -0,8) stfedné silné;
vice nez 0,8 (-0,8) velmi silné. Hodnoty korela¢niho koeficientu mezi 0 a +0,3/-0,3 byly
oznaceny jako velmi slabé korelace bez ohledu na hladinu vyznamnosti. Data pro proménné
byla vySetfena na normalni rozdéleni (Shapiro-Wilklv test) a homogenitu rozptylu (Bartlettiv

test).

Parametry byc¢iho semene byly vyhodnoceny za pomoci vicefaktorové analyzy rozptylu
s nahodnym a opakovanym vlivem byka pomoci procedury MIXED. Pro vybér vhodnych
efektl do modelové rovnice byla pouzita procedura REG, metoda STEPWISE a parametr
Akaikeho informac¢niho kritéria. Modelové rovnice vzdy zahrnovaly fixni efekt krevnich
metabolitl (TOS nebo TAS), THI index (v den odbéru spermatu, 30 dni nebo 60 dni pied
odbérem spermatu) a ndhodny opakovany fixni efekt bykll. Vzorky, které by mohly byt
ovlivnény hemolyzou, byly z analyzy TOS a TAS vylouceny. Rozdily mezi priméry byly
vyhodnoceny pomoci Tukey-Kramerova testu. Byla pouzita vicefaktorova analyza rozptylu

podle nésledujici modelové rovnice:
Yiju = u + MET; + THI; + bullk + eiju
kde:

Yijx — zavisla proménna (objem ejakulatu [g]; koncentrace ejakulatu [10°/ml]; pohyblivost
celkova [%]; pohyblivost progresivni [%]; viabilni spermatické buiiky, VIAB [%]; spermatické
buiikky - poskozend cytoplazmatickd membrana, PM [%]; spermatické buiiky - poskozend
cytoplazmaticka membrana a akrozom, PMA [%]; spermatické buniky - poSkozeny akrozom,

PA [%]);
u — primérné hodnota zavislé proménné;

MET; - skupina fixniho efektu koncentrace metabolitl v krvi (varianta TOS -1=1 (<2,55), n
=27;1=2(2,55-4,73),n=15;1=3 (> 4,73), n = 20; varianta TAS -1=1 (< 2,90), n = 30; i
=2(2,90-4,54),n=17;1=3 (>4,54),n=15;

THIj - skupina fixniho efektu indexu THI (pro vSechny varianty THI = v den odbéru spermatu,
30 dni pied odbérem spermatu, 60 dni pied odbérem spermatu - j=1(<50),n=17;j=2 (50 -
65), n =34;j=3 (> 65), n=34);

bullk - nahodny opakovany fixni efekt byka (16 byka v 5 opakovanich, pouze jeden byk byl v

prabéhu pokusu nahrazen jinym bykem));



eijkl — zbytkova chyba.

Hladiny vyznamnosti byly stanoveny na P < 0,05, P < 0,01 a P <0,001.

2.1.2. Metodika porovnani fedidel zalozenych na rostlinném a zivociSném
zakladu

Byci

Pro tento experiment bylo pouzito sperma byka holstynského plemene (n = 10) chovanych
v insemina¢ni stanici (Stfedodesky kraj, Ceskd republika). Byci byli zdravi
a pohlavné dospéli (3,5 £ 0,5 roku), bézn€ pouzivani pro odbér spermatu. Byci byli ustdjeni
za stejnych optimalnich podminek manipulace, ustjeni, krmeni, napdjeni a managementu

po celou dobu trvani studie.

Odbeér spermatu
Sperma bylo odebirano standardnim postupem v tydennich intervalech po dobu 5 tydnti (celkem

5 ejakulati na byka). Odbér spermatu byl zajistén pomoci temperované (38 °C)
a sterilizované umélé vaginy. Odebrané ejakulaty byly ihned po odbéru vyhodnoceny pomoci
elektronické pfesné vadhy a pocitacového systému pro analyzu spermatu AndroVision®
(Minitiibe GmbH, Tiefenbach, Némecko). Pouze ejakulaty s objemem > 1,5 ml, koncentraci

spermii > 700 x 10° spermii/ml a aktivitou > 70 % byly dale zpracovany.

Zpracovdni, mrazeni a rozmrazeni spermatu

Po pocatecni kontrole kvality byl kazdy odebrany vzorek spermatu rozdélen do tii alikvotl a
ziedén tfemi komerénimi fedidly: AndroMed® na rostlinné bazi obsahujici 1 % sojového
lecitinu (Minitiibe GmbH, Tiefenbach, Némecko), BullXcell® na Zivo¢i§né bazi obsahujici 25
% (v/v) Cerstvého vajeéného Zloutku (IMV Technologies, L'Aigle, Francie)
a Optidyl® na Zivocisné bazi obsahujici 20 % (v/v) ionizovaného vaje¢ného Zloutku (IMV
Technologies, L'Aigle, Francie) na kone¢nou koncentraci aktivnich spermii 10 x 10° na jednu
inseminacni davku. Nafedéné sperma bylo poté automaticky umisténo do 0,25 ml pejet (IMV
Technologies, L'Aigle, Francie). Pejety byly po dobu dvou hodin ekvilibrovany pfi teploté 4 °C
a zmrazeny dvoufazovym zmrazovanim (Januskauskas et al. 1999) pomoci programovatelného
mraziciho zafizeni DigitCool® (IMV Technologies, L'Aigle, Francie). Zmrazené davky byly
nasledn¢ ponofeny do tekutého dusiku a skladovany az do procesu rozmrazovani.

Rozmrazovéni probihalo ve vodni 14zni pfi teploté 38 + 1 °C po dobu 30 sekund.



Prutokova cytometrie spermii

Pro posouzeni zakladnich kvalitativnich parametri byly vzorky barveny a hodnoceny
pratokovou cytometrii, jak je popsano v oddile 2.1.1. Dodatecné byly vzorky barveny ve tmé
pti 38 °C po dobu 10 minut pomoci 80 nM MitoTracker Deep Red (MTR DR) pro detekci
mitochondridlniho membranového potencidlu a byla identifikovana populace zivotaschopnych
spermii s vysokym mitochondridlnim membranovym potencidlem (H342+/PI-/PNA-/MTR
DR+).

Statistické vyhodnoceni

Statisticka analyza byla provedena pomoci statistického programu SAS (v9.x; SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA). Data pro proménné spermii byla vySetfena na normalni rozdé¢leni
(Shapiro-Wilkiav test) a homogenitu rozptylu (Bartlettiv test) a nasledné byla analyzovana
pomoci zobecnéného linearniho modelu (PROC GLM). Nejlepsi vyhodnoceni modelu bylo
vybrano na zaklad¢ postupu REG (metoda STEPWISE). Zavislymi proménnymi byly procento
zivotaschopnych spermii, procento Zivotaschopnych spermii s vysokym mitochondridlnim
membranovym potencialem, procento poskozeni plazmatické membrany a procento poskozeni
akrozomu. Do kone¢ného modelu byly zahrnuty fixni efekty byka, fedidla, doby inkubace
a interakce mezi témito efekty. Rozdily mezi priméry nejmensich ¢tverct byly vyhodnoceny
Tukey-Kramerovou metodou. Statisticka priikaznost byla detekovana na hladin€é vyznamnosti

P <0,05.

2.1.3. Metodika zlepSovani fedidel s rostlinnym zakladem dopliiovanim
lipoproteinil s nizkou hustotou (LDL)

Byci

V tomto pokusu bylo pouZito 5 holstynskych byki ustijenych na insemina¢ni stanici
(Sttedocesky kraj, Ceskéa republika). Vsechna zvifata byla chovéna za stejnych podminek
vyzivy a managementu. Plemenici byli podobného véku (4 £ 0,5 roku), bez znamek zdravotnich

problému a byli bézné pouzivani k odbéru spermatu.

Odber spermatu
Vzorky spermatu byly odebirany kazdému bykovi s umélou vaginou v tydennich intervalech

po dobu 6 tydnl. Ziskané ejakulaty byly ihned po odbéru spermatu vyhodnoceny pomoci
elektronické piesné vahy a systému poéitacové analyzy spermii AndroVision® (Minitiibe
GmbH, Tiefenbach, Némecko). Pouze ejakulaty s objemem > 1,5 ml, koncentraci spermii > 700

x 10 spermii/ml a aktivita > 70 % byly dale zpracovany.



Zpracovani, mrazeni a rozmrazeni spermatu

Po pocate¢nim vyhodnoceni byly vzorky rozdé&leny na tfi alikvotni ¢asti a nafedény na 40 x 10°
spermii/ml v komerénim fedidlu AndroMed® (Minitiibe GmbH, Tiefenbach, Némecko),
doplnéném 0%, 4% nebo 8% (v/v) koncentrovanym LDL ptipravenym podle diive uvedeného
protokolu (Simonik et al. 2019). Ziedéné sperma bylo poté automaticky naplnéno do 0,25 ml
pejet (IMV  Technologies, L’Aigle, Francie), pomalu ochlazeno na teplotu
+4 °C a ekvilibrovano v chladicim boxu po dobu 4 hodin. Davky byly zmrazeny dvoufazovou
rychlosti zmrazovani podle doporuceni Dolezalové et al. (2016) pomoci programovatelného
mrazdku DigitCool® (IMV Technologies, L’Aigle, Francie). Zmrazené davky byly poté
ponoieny do kapalného dusiku a skladovany v ném az do procesu rozmrazovani. Rozmrazovani

bylo provadéno ve vodni lazni pti 38 = 1 °C po dobu 30 sekund (Dolezalova et al. 2016).

Prutokovad cytometrie spermii

Vyhodnoceni pritokovou cytometrii bylo provedeno podobné, jak je popsano v ¢asti 2.1.2.4.

Statistické vyhodnoceni

Statistickd analyza byla provedena pomoci statistického programu SAS (v9.x; SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA). Data pro proménné spermii byla vySetfena na normalni rozdéleni
(Shapiro-Wilkiv test) a homogenitu rozptylu (Bartlettiv test) a nasledné byla analyzovéana
pomoci zobecnéného linedrniho modelu (PROC GLM). Nejlepsi model byl vybran na zakladé
Akaikova informaéniho kritéria. K vyhodnoceni rozdili priméri nejmensich ¢tverct byla

pouzita Tukey-Kramerova metoda. Byla pouzita nésledujici modelova rovnice:
Yijx = pn+ Ai + Bj + Cx + BCjk + €ijui
kde:

Yijk — z&visla proménna (viabilita, vysoky mitochondridlni membranovy potencial, poskozeni

plazmatické membrany, poskozeni akrozomu);

i — pramérné hodnota zavislé proménné; A; — pevny efekt byka: i (I, n=72;1=2,n=72;1=
3,n=72;1=4,n="72;1=15, n=72); Bj — fixni €inek suplementace LDL: j (kontrola, n =

120; 4 % LDL, n = 120; 8 % LDL, n = 120); Ck — fixni vliv inkubaéni doby: k (0, n = 180; 2,
n = 180); BCjk — interakce mezi fixnim uc¢inkem suplementace LDL a inkubac¢ni dobou; ejjxi —

zbytkovéa chyba.

Signifikantni rozdily mezi skupinami byly hodnoceny na P < 0,05.



2.2. Vysledky sledovani

2.2.1. Vysledky hodnoceni sezonnosti produkce spermatu u byka

Viliv mikroklimatickych podminek na kvantitativni a kvalitativni parametry spermii

Bylo hodnoceno kolisani klimatickych parametri (teploty, vlhkosti a teplotné-vlhkostni indexu)
uvnitt ustdjeni bykt napti¢ rocnimi obdobimi. Primérna teplota v den odbéru ejakulatu byla
15,6 °C s relativni vlhkosti 66,3 % za celé sledované obdobi. Tyto ukazatele vSak vykazovaly
pomérné velky rozptyl, a proto byl pro dalsi hodnoceni vyuzit kombinovany index THI. Po
prevedeni na teplotné-vlhkostni index jsme dostali vyvoj tohoto ukazatele napti¢ sledovanymi

odbéry v Case, coz je uvedeno v grafu 1.

Graf 1 - Kolisani indexu teploty a vlhkosti (THI) uvnitt zatfizeni pro chov bykli béhem obdobi

pozorovani.
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Je zobrazeno pét odbérd ejakulatu behem roku a kolisani THI 60 dni pied kazdym z nich. Cerné
teCkované cary predstavuji casové body odbéru spermatu.

Jak je patrné ze zminovaného grafu 1, po vétsinu sledovaného obdobi byla hodnota indexu pod
70. Primérna hodnota za celé sledované obdobi byla 59,00; min. THI bylo 40,15; max. THI
bylo 78,93; median byl 59,90.

Déle byla v ramci vyhodnoceni realizovana korelacni analyza, k identifikaci korelace mezi
teplotou, relativni vlhkosti a charakteristikami ejakulatu. Nebyly vypocteny Zadné statisticky

vyznamné korelace. Déle s ohledem na skutecnost, ze klimatické faktory (teplota



a vlhkost) neovliviiuji zvifata samostatné¢, ale v kombinaci, jsme se zamé&fili na korelaci mezi
THI indexem v den odbéru ejakulatu, THI indexem 30 dnd pied odbérem ejakuldtu a THI
indexem 60 dnti pfed odbérem ejakulatu na jedné stran¢ a charakteristikami ejakulatii na strané
druhé. Hodnotili jsme vliv jmenovanych THI indext na vznik, vyvoj, zrani spermii a na zralé
spermie. Mezi mikroklimatickymi podminkami a charakteristikami ziskaného semene byly

zjistény slabé, statisticky nevyznamné korelace, které jsou zndzornény v grafu 2.

Graf 2 - Korelacni vztahy klimatickych podminek ke kvantitativnim a kvalitativnim

parametriim spermii.
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OBJ — objem ejakulatu (g); KONC — koncentrace ejakuldtu (10°/ml); CAKT — celkova
pohyblivost spermii (%); PAKT — progresivni pohyblivost spermii (%); VIAB — viabilita
spermii (%); THI-0 — index vypocteny v den odbéru spermatu; THI-30 — index vypocteny v den
ptedchézejici 30 dnlim pted odbeérem spermatu; THI-60 — index vypocteny v den piedchéazejici
60 dniim pted odbérem spermatu.

Dale bylo také provedeno hodnoceni korelaci mezi poctem dni s hodnotami THI nad 70 za
celou dobu spermatogeneze a kvalitou spermii. Obecné plati, Ze stejn¢ jako u pfedchozich

korelaci pro parametry objem ejakuldtu (OBJ), koncentrace ejakulatu (KONC), celkova



pohyblivost spermii (CAKT), progresivni pohyblivost spermii (PAKT) a viabilita spermii
(VIAB) jsme pozorovali podobné trendy. Zajimavé je, ze pozitivni, i kdyz opét slaba (r = 0,194
— 0,208), korelace byla pozorovana mezi poctem dnti s THI > 70 béhem spermatogeneze a

procentem zivotaschopnych spermii (graf 3). VSechny sledované korelace byly neprukazné.

Graf 3 - Korelacni vztahy klimatickych podminek ku kvantitativnim a kvalitativnim

parametrim spermii.
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OBIJ — objem ejakulatu (g); KONC — koncentrace ejakulatu (10°/ml); CAKT — celkova
pohyblivost spermii (%); PAKT — progresivni pohyblivost spermii (%); VIAB — viabilita
spermii (%); THI>70/1m — pocet dni s THI > 70 za mésic pred odbérem spermatu;
THI>70/2m - pocet dni s THI > 70 za dva mésice pred odbérem spermatu.

Analyza korelace mezi oxidacnim stavem krve a kvalitou spermii

Z vysledki korelacni analyzy vyplyva, ze parametr TOS byl pouze slab¢ korelovan k parametru
PM (poskozena cytoplazmatickd membrana %) (r = 0,291; P < 0,05). TAS byl slab& zaporné
ve vztahu k VIAB (viabilni spermatické bunky %) (r =-0,326; P < 0,05). Priikkazné&j$i zavislost
pak byla mezi timto ukazatelem oxidac¢niho statusu byka a PMA (poSkozena cytoplazmaticka

membrana a akrozom %) (r = 0,371; P < 0,01). Parametr OSI (index oxidac¢niho stresu)



oxidac¢niho statusu byl nasledné podobné silng, ale opacné ve vztahu k VIAB a PMA. Nakonec
GPx (glutathionperoxidasa) byla slabé zaporné korelovdna s objemem ejakulatu
GPx (r=-0,259; P <0,05), PM (poskozena cytoplazmatickd membrana %) (r = 0,261; P <0,05)
a stfedné silné€ s PA (poskozeny akrozom %) (r = 0,479; P <0,01).

Tabulka 1 — Korelace mezi oxida¢nim stavem byki stanovenym z krve a parametry kvality

ejakulatu
OBJ KONC CAKT PAKT VIAB PM PMA PA
TOS r -0,137 0,129  -0,025 -0,070 0,068 0,093 -0,215 0,291
P 0,319 0,348 0,855 0,614 0,624 0,505 0,119 0,033
n 55 55 55 55 54 54 54 54
TAS r -0,021  -0,179 0,089 0,076  -0,326 0,190 0,371 0,092
P 0,877 0,191 0,519 0,582 0,016 0,169 0,006 0,506
n 55 55 55 55 54 54 54 54
OSI r -0,034 0,208 -0,019 -0,035 0,327 -0,153 -0,416 0,043
P 0,806 0,128 0,893 0,801 0,016 0,271 0,002 0,756
n 55 55 55 55 54 54 54 54
GPx r -0,259 0,141 -0,006  -0,033 -0,149 0,261 -0,036 0,479
P 0,030 0,244 0,960 0,786 0,218 0,029 0,769  <,0001

n 70 70 70 70 70 70 70 70

TOS - celkovy oxidacni status (umol ekvivalentd H2O2/L); TAS — celkovy antioxidacni status
(mmol ekvivalentli Troloxu/L) OSI — index oxida¢niho stresu (%); GPx — glutathionperoxidasa
(nkat/mg Hb); OBJ — objem ejakulatu (g); KONC — koncentrace ejakulatu (10°/ml);
CAKT - celkova pohyblivost spermii (%); PAKT — progresivni pohyblivost spermii (%);
VIAB - wviabilita spermii (%); PM - poskozend cytoplazmatickd membrana (%);
PMA poskozena cytoplazmatickd membrana a akrozom (%); PA - poskozeny akrozom (%);
r - korelacni koeficient; P - hladina vyznamnosti; n - pocet pozorovani.

Viiv klimatickych parametrii a obsahu metabolitii v krvi na kvalitu ejakulatu bykii

Detailni vyhodnoceni kombinace THI indext a skupiny ukazateld oxida¢niho stavu byki z krve
m¢éla za cil vysvétleni trendll fungovani metabolismu byki na kvalitativni parametry ejakulatu.
U vétSiny vyhodnoceni nebyly zaznamenény priikaznosti efektli v modelové rovnici s vyjimkou
nadhodného efektu byka. Pritkkazné efekty byly pouze pro dopliikové charakteristiky ejakulatu,
jako je viabilita spermii (VIAB), poskozena cytoplazmatickd membrana (PM), poSkozena
cytoplazmaticka membrana a akrozom (PMA) a poSkozeny akrozom (PA). Vysledky
sledovanych parametrii vSak nebyly zcela jednoznacné, a proto nebylo mozné definovat

specifické trendy v chovani téchto ukazateld. PrestoZe statistick4 prukaznost nebyla prokéazana,



urCité tendence byly patrné, a pfi SirSim rozsahu sledovani by mohly byt v budoucnu Iépe

objasnény.

2.2.2. Vysledky vlivu fedidel na zmrazeni spermii

Srovnani redidel na rostlinné a Zivocisné bazi

Zachovani viability spermii se vyznamné liSilo (P < 0,05) v z&vislosti na pouzitém fedidlu. Jak
je patrné z tabulky 2, tak fedidla na Zivocisné bazi méla prikazné vyssi hodnoty sledovanych

parametrd.

Tabulka 2 - Uginek riiznych fedidel spermatu na viabilitu spermii po rozmrazeni

Redidlo Viabilita (%) Vysoky PoSkozeni PoSkozeni
mitochondrialni | plazmatické | akrozomu (%)
membranovy membrany
potencial (%) (%)

AndroMed® na | 41,66 +0,281% 53,89 + 0,608 57,32 +£0,281* | 35,84 + 0,244
rostlinné bazi

BullXcell® na | 47,29 +0,281° 80,51 £ 0,608° 51,51 £0,281° | 29,35+ 0,244°

zivodiSné bazi

Optidyl® na 50,81 +£0,281° 60,17 = 0,608° 47,79 £ 0,281¢ | 28,47 £ 0,244°

Zivodisné bazi

a—c Rlzna pismena oznacuji rozdily mezi skupinami ve sloupci (P < 0,05); vysledky jsou
uvedeny jako primér nejmensich ctverci = SEM

Suplementace LDL na zlepSeni rostlinného redidla

Ukazatele kvality spermii se signifikantné liSily (P < 0,05) v zavislosti na suplementaci LDL,
jak je patrné z tabulky 3. Ve srovnani s kontrolou (0 % LDL) byly vSechny proménné spermii
po rozmrazeni zlepSeny (P < 0,05) pfi pfitomnosti LDL v fedidle. To se tykd 1 parametru
poskozeni akrozomu, kdy pfi zvySeni ptidavku LDL dochézelo ke snizeni procenta poSkozeni

spermii.



Tabulka 3 - U¢inek riizné suplementace LDL na proménné spermii po rozmrazeni

Doplnék Viabilita (%) Vysoky PoSkozeni PosSkozeni
mitochondrialni plazmatické akrozomu (%)
membranovy membrany (%)
potencial (%)
0% LDL 24,86 + 1,133 47,79 +£ 11,2522 74,77 £ 11,1422 42,83 +1,125%
4% LDL  |31,45+1,133° | 66,69+ 1,252° 67,70 + 1,142° 41,31+ 1,125
8% LDL 30,61 +1,133° 68,81 = 1,252° 68,69 £ 1,142° 38,36 + 1,125°

LDL - lipoproteiny s nizkou hustotou; a-b Rliznéd pismena ve sloupcich vyjadiuji statistickou
prikaznost (P < 0,05); vysledky jsou uvedeny jako pramér nejmensich ¢tvercti + SEM




3. Zavér a doporuceni pro praxi

3.1. Zavér a doporuceni pro praxi: hodnoceni sezonnosti produkce spermatu u
bykii

Jak mikroklimatické podminky ovlivnily kvantitativni a kvalitativni parametry spermii

Teplota a relativni vlhkost vzduchu méla v podminkach ustdjeni bykli na inseminac¢ni stanici
urcitou dynamiku. Nicméné v pribéhu pozorovani nedoslo k naruSeni teplotniho komfortu,
protoze nebyly zaznamenany hodnoty THI indexu nad 80. Takto chovani holstynsti byci tedy
nejsou ohrozovani teplotnim stresem v uzavienych stajich. Pfi téchto podminkach nebyly
pozorovany zadné nepfiznivé ucinky na hodnocené kvalitativni proménné odebranych
ejakulath (objem ejakulatl, koncentrace, celkovd pohyblivost, progresivni pohyblivost
a viabilita spermii). To bylo dale potvrzeno absenci statisticky vyznamné korelace mezi
hodnotami THI a degradaci spermii. Je mozné konstatovat, ze ziskané vysledky odtvodiu;ji
predpoklad, ze plemenni byci holstynského skotu chovani v CR v zafizenich bez nuceného
vétrani nebo klimatizace produkovali po celou dobu kalendainiho roku vysoce kvalitni ejakulat

a spermie.

Jak oxidacni stav krve koreloval s kvalitou spermii behem ruznych rocnich obdobi

Vysledky korelaci mezi obsahem metabolitii v krvi a kvalitou ejakulatu nepotvrdily zaddné
zasadni vztahy mezi témito ukazateli. Sice bylo vypocteno nékolik priikaznych korelaci,
ale predevs§im k doplikovym parametrim ejakulatu. Nelze tedy ani na zdkladé korelacnich
analyz potvrdit jednozna¢ny vztah mezi metabolity oxida¢niho stavu u byka zjistovanymi
z krve a kvalitou ejakulatu. Podobné zavéry jsou pak zfejmé i v ramci detailniho vyhodnoceni
viceznakovou analyzou. Nicméné pii upravé designu pokusu, zafazenim dalSich dil¢ich

ukazatelll oxidac¢niho stresu, by mohlo byt v budoucnu zjisténo ptipadné vice souvislosti.

3.2 Zavér a doporuceni pro praxi: o fedidlech a jejich dilezitych rolich pro
zlepSeni zpracovani insemina¢nich davek bycich spermii

Které redidlo je pro kryokonzervaci bycich spermii lepsi: rostlinného nebo Zivocisného
zakladu?

Pokud jde o G€¢inky fedidel na funkénost proménnych byc¢ich spermii po rozmrazeni, 1ze vyvodit
nékolik zavérh. Specifické sloZeni fedidla ma evidentni vliv na viabilitu spermii, jejich
mitochondridlni stav a membranovou integritu. Obecné z vysledki vyplyva, Ze fedidla na bazi
vajecného Zloutku, tedy zivoc¢iSného ptivodu, jsou lepsi ve vSech analyzovanych parametrech
nez fedidlo obsahujici sojovy lecitin, tedy rostlinného piivodu, coz potvrzuji vysledky
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stanovené s vyuzitim pratokové cytometrie. Zaveéry konstatuji, ze vajeCny zloutek je stale
vhodnou slouceninou pro kryokonzervaci byciho spermatu navzdory jeho nckterym

nevyhodam souvisejicim s biologickou bezpec¢nosti. Na zaklad¢ nasich vysledkll navrhujeme,

wevr

vvvvvv

volbou.

Jak upravit redidlo na rostlinné bazi pro zlepseni odolnosti bycich spermii viici
kryokonzervaci

V naSich experimentech jsme pozorovali, ze suplementace LDL rostlinnym fedidlem je velmi
ucinny zpusob, jak zlepsit odolnost byc¢ich spermii viici kryokonzervaci. Doplnéni rostlinného
fedidla AndroMed® s 8% LDL vedlo k nejoptimalngjsim hodnotam viability spermii, zlepseni
jejich mitochondridlniho membranového potencialu a snizeni poskozeni plazmatické
membrany a akrozomu. Nase vysledky jasn€¢ ukazuji pozitivni G¢inek modifikace tedidla
spermatu byki na rostlinné bazi se sojovym lecitinem s LDL ke zmirnéni Skodlivého uc¢inku

procesu kryokonzervace na parametry spermii.



III. SROVNANI ,NOVOSTI POSTUPU*

V metodice jsou uvedeny metody a vlastnimi vysledky vyzkumné ovéfeného metodického
postupu kryokonzervace ejakulatu bykti. Uvadéné informace jsou vysledkem vyzkumné
¢innosti autori a vysledkem systematického studia védecké literatury v oblasti metod
pouzivanych v reprodukci hospodarskych zvifat. Inovativni je pfedevsim sledovani
klimatickych parametrii v kombinaci s oxida¢nim stresem (biochemicka analyza krve)
na kvalitu ejakulatu hodnocenou riznymi laboratornimi postupy (hodnotil se ziskany objem
ejakulatu a koncentrace spermii; pro analyzu motility byl pouzit pocitacovy program CASA,
ktery hodnotil celkovou a progresivni pohyblivost spermii; pro posouzeni zikladnich
kvalitativnich parametrii spermii byly vzorky podrobeny pritokové cytometrické analyze).
Ptinosem je komplexni pohled a hodnoceni vlivu exogennich a endogennich faktort na kvalitu
ejakulatu. Vyuziti pocitacove asistované analyzy spermii a prutokové cytometrie poskytlo
v ramci ovéreni vysledkl spolehlivé udaje o motilité a bunécné struktuie spermii. Tato zjisténi
napomahaji k optimalnimu nacasovéani odbéru spermatu a vybéru fediciho media pro zlepSeni
kvality a mnozstvi inseminacni davky. Implementace téchto ptistupi muze snizit naklady,
zvysit efektivitu a minimalizovat dopad na zivotni prostiedi, coz podporuje udrzitelngjsi a
ziskovéjsi chov mlééného skotu. Soucasné tato metodika dava predpoklad pro pokracovani a
rozvoj pokust pro dalsi objasiiovani biologickych vztahii mezi metabolismem byku a kvalitou

jejich ejakulatu.



IV. POPIS UPLATNENI METODIKY

Metodika bude vhodnou pomtickou pro podnikatele v zeméd¢lstvi, ve Slechténi v chovu skotu
pii realizaci zvySovani konkurenceschopnosti zemédélstvi — chovu skotu (Vyzkumny smér
,.Zivogisna produkce, 7.1. Genetika a genomika, §lechténi a reprodukce hospodaiskych zvifat,
vyuziti biotechnologii v zivocisné vyrobé a 7.2. Systémy a technologie chovu, welfare
hospodarskych zvitat a ekonomika Zivoc¢isné produkce; Koncepce vyzkumu, vyvoje a inovaci
Ministerstva zeméd€lstvi na 1éta 2023 — 2032) uplatnénim progresivnich technologickych

postuptl v reprodukci skotu.

Predlozend metodika poskytne informace pracovnikiim Slechtitelskych organizaci, poradciim,
chovateliim, pracovnikiim v Zivocisné vyrobé. Vysledky budou dile vyuzitelné v procesu

prabézného vzdelavani a v pedagogické ¢innosti.



V. EKONOMICKE ASPEKTY

V zajmu kazdého producenta inseminacnich davek je minimalizace nékladl na jejich vyrobu
umoziujici zvySeni konkurenceschopnosti podniku a dosazeni co nejvysSiho zisku. Kromé
genetické kvality plemennych bykt rozhoduje o uspéchu producentti insemina¢nich davek také
kvalita a mnozstvi vyrobenych inseminacnich davek. Hlavnim cilem je vyrobit davky
v pozadované kvalité, tedy s vysokou oplozovaci schopnosti. Nedostate¢na tiroven reprodukce
dojnic je jednim z hlavnich ekonomickych problémi soucasného chovu nejen u nas,

ale 1 ve svéte.

Ekonomicky piinos potencidlné umoznény realizaci navrhovanych doporuceni lze spatfovat
v optimalnim vyuziti ejakulatu byku, které povede ke zvySeni kvality insemina¢nich davek
bykt. Nase data ndam mimo jiné umoziuji dospét k zavéru, ze v soucasné dobé i pies vSeobecny
nartist pramérnych teplot v celé Evropé lze v Ceské republice chovat plemenné byky
ve standardnich podminkéch bez nucené cirkulace vzduchu a bez klimatizace. To vyrazné
snizuje energetickou narocnost chovu zvifat a poméha minimalizovat nédklady. Navic se snizuje

uhlikova stopa chovné stanice.

Navrhovana doporuceni umozni zvyseni poctu vyrobenych inseminacnich davek z jednoho
odbéru byka odhadem o 10 %. Lze tedy predpokladat zvySeni poctu vyrobenych inseminacnich
davek od jednotlivych bykt o cca 20 na jeden odbér. Ro¢ni produkce se pak muize zvysit pii
vyuZzivani 20 bykil na produkci spermatu 2 x tydné o 43 200 insemina¢nich davek za rok. To
pii primérné cené inseminacni davky 500 K¢ déla zvyseni potencialnich trzeb o 21 600 000
K¢&. Udrzeni, resp. zvySeni oplozovaci schopnosti insemina¢nich davek potencidlné muze
piedstavovat vyznamny ekonomicky pfinos pro chovatele dojnic. To pii vycisleni ceny jedné
inseminacni davky na zhruba 500 K¢ a zvySeni % zabtezavani v primérném chovu citajiciho
300 kusti zékladniho stada o 1 %, ¢ini tspory nakladli minimalné€ 1500 K&, a to bez zapocitani
nakladi inseminaéni sluzby. V méfitku vyuziti ve viech stadech skotu chovaného skotu v CR

(zhruba 1000) pak zisk, resp. sniZzeni nakladi odpovida 1 500 000 K¢.

DalSim pfinosem pak muze byt, jak bylo vySe zminéno zlepSeni efektivity vyroby
inseminacnich davek, ktera mize u nékterych bykl vést ke zkraceni potfebné doby chovu pro
ziskéani urcitého potfebného mnozstvi insemina¢nich davek. To nepfimo snizi potiebu délky
chovu a nakladt na krmny den pfi vyrob¢ jedné inseminacni davky. Uvedené ptinosy jsou tedy

cetné a promitnou se do celé sféry reprodukce, a to predevsim u dojenych plemen skotu.
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VIII. SEZNAM ZKRATEK
ABTS — 2,2'-azino-di-3-ethylbenztiazolin-sulfonatu
CAKT - celkova pohyblivost

CASA — pocitacova analyza pohyblivosti spermii
CAT — katalasa

DNA — deoxyribonukleova kyselina

FITC — fluorescein-5-isothiokyanat

g — tihové zrychleni nebo gram

GSH - redukovany glutathion

GSH-Px — glutathione peroxidasa

H342 — Hoechst 33342

Hb — hemoglobin

Kat — jednotka katalytické aktivity enzymu
KONC - koncentrace

LDL — lipoproteiny s nizkou hustotou

MET - skupina fixniho efektu koncentrace metabolitti v krvi
MTR DR — MitoTracker Deep Red

n — pocet pozorovani

NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfat
nm — nanometr

OBJ — objem

OSI — index oxida¢niho stresu

PA — spermatické bunky (poSkozeny akrozom)
PAKT — progresivni pohyblivost

P(p) — hladina vyznamnosti

PBS — fosfatovy pufr

pH — vodikovy exponent

PI —jodid propidia

PM — spermatické buniky (poSkozena cytoplazmatickd membrana)



PMA — spermatické buniky (poskozena cytoplazmatickd membréana a akrozom)
PNA — arasidovy lektin
r — korela¢ni koeficient
RBC — ¢ervené krvinky

SAS — systém statistické analyzy se statistickymi postupy analyzy dat GLM, UNIVARIATE,
CORR, MIXED, REG, STEPWISE

SEM - stiedni chybu priméru

SOD — superoxid dismutasa

TAS — celkovy antioxidac¢ni status

THI — teplotné-vlhkostni index

THI>70/1m — pocet dnti s THI > 70 za jeden mésic predchazejici odbéru spermatu
THI>70/2m — pocet dnti s THI > 70 za dva mésice predchazejicich odbéru spermatu
THI-0 — THI v den odbéru spermatu

THI-30 — THI v den pfedchazejici 30 dni pfed odbérem spermatu

THI-60 — THI v den piedchazejici 60 dni pfed odbérem spermatu

TOS — celkovy oxidac¢ni status

VIAB — spermatické buniky (viabilni)

v/v — objemovy zlomek



[X. DEDIKACE

Uplatnéna certifikovand metodika byla zpracovéana v ramci feSeni grantového ukolu MZe

NAZV ¢. QK22010270 a interniho grantu SGS s ¢islem SV24-3-21320.



Nazev:
Optimalizace metod fizeni kvality ejakulatu a insemina¢nich davek u bykt v zavislosti na
urovni metabolismu a teplotniho stresu

Podil autori na tvorbé metodiky:

35 % Ing. Filipp Georgijevi¢ Savvulidi, Ph.D.
20 % Ing. Jaromir Duchacek, Ph.D.

10 % Ing. Veronika Kovarova

5% Ing. Radim Codl, Ph.D.

5% Ing. Matas Gasparik, Ph.D.

5% Ing. Martin Ptacek, Ph.D.

5%  Mgr. Martina Jank, Ph.D.

5%  Mgr. Jana Sekaninova, Ph.D.

5% doc. Ing. Jifi Bezdi¢ek, Ph.D.

5%  prof. Ing. Lud¢k Stadnik, Ph.D.

Vydavatel:
Cesk4 zemé&délska univerzita v Praze

Vydal:
Katedra chovu hospodaiskych zviiat, FAPPZ CZU v Praze, Kamycka 129, 165 00 Praha —
Suchdol

Misto vydani:
Praha

Forma vydani:
Metodika je vydavana pouze elektronicky

Zverejnéno na webové strance:
https://katedry.czu.cz/ksz/vedecke-publikace-skot

Podil firem na tvorbé metodiky:
85 % Ceska zemédélska univerzita v Praze
15 % Univerzita Palackého v Olomouci

Podil projektii na tvorbé metodiky:

90 % QK22010270 - Optimalizace fizeni individudlni reprodukéni vykonnosti dojeného
skotu; 10 % SGS SV24-3-21320 - Vlivy klimatu, mikroklimatu a jinych stresovych faktorti na
uzitkové vlastnosti hospodaiskych zvitat

Poradi vydani: 1.

Rok vydani: 2025

ISBN 978-80-213-3517-2



