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Faktory ovliviiujici prezitelnost spermii po

rozmrazeni inseminac¢ni davky byki

Souhrn

Cilem prace bylo ur¢it vliv a vzajemny vztah mezi vn&j$imi faktory (klimatické
podminky, technologie ustdjeni, vyZiva zvifat, frekvence odbéru, manipulace s ejakulatem) a
vnitinimi podminkami (plemeno, genotyp, individualita zvifete, vék zvifete).

Hypotézou byl ptedpoklad, Ze neptiznivé klimatické podminky negativné ovliviiuji
aktualni, respektive budouci kvalitu Cerstvého ejakulatu. Soucasti vyhodnoceni byl vliv tlaku
vzduchu, relativni vlhkosti vzduchu a terminova teplota v 7:00 h.

Naseho experimentu se zic€astnili 4 byci riznych plemen 1 véku, z jedné inseminaéni
stanice. K vyrobé insemina¢nich davek bylo pouzito pouze sperma splitujici dana kritéria.
Celkem bylo pro pokus pouzito 20 vzorkl ejakulatt od kazdého byka. K fedéni byla pouzita 4
komer¢né vyrabéna fedidla, AndroMed®, Bioxcell®, Optidyl® a Triladyl®. Vyrobené
inseminac¢ni davky byly uchovavany v kontejnerech s tekutym dusikem a rozmrazovany
standardnim zpasobem (38 °C + 1 °C, 30 sec). VSechny vzorky byly hodnoceny
termodynamickym testem pieZitelnosti spermii v ¢ase 0 — 120 min (t0 —t120). Vysledky byly
statisticky vyhodnoceny pomoci programu SAS 9.3.

Vysledky prokazaly vliv individuality byka, fedidla, potadi skoku a vliv vybranych
klimatickych podminek jako dilezity faktor. NejlepSich vysledkii dosahli Optidyl (51,68 %
aktivnich spermii v ¢ase t0, 46,91 % aktivnich spermii v ¢ase t30) a AndroMed (49,23 %
aktivnich spermii v Case t0, 46,41 % aktivnich spermii v ¢ase t30). Jako nejméné vhodné
fedidlo byl vyhodnocen Bioxcell (44,00 % aktivnich spermii v ¢ase t0, 39,92 % aktivnich
spermii v ¢ase t30). Na konci termodynamického testu (t120) nejlepSich vysledkti dosahl
AndroMed (25,29 % aktivnich spermii). S rostoucim ¢asem hodnoty klesaly, nezavisle na
skocich, fedidlech a bycich.

Nejpozitivnéjsi vliv na mnozstvi ejakulatu (5,99 g) byl prokazan u relativni vlhkosti vzduchu
v rozmezi (76,05 — 84,72 %). Vliv tlaku vzduchu (<972,49 hPa) na aktivitu spermii (80,84 %)
byl také prikazny. Rozdil oproti ostatnim skupindm byl prikazny (P<0,01).



Klicova slova: Byk, reprodukce, ejakulit, insemina¢ni davka, redidlo, konzervace,

mrazeni, pireZitelnost spermii, hodnoceni ejakulatu, kvalita ejakulatu



Factors affecting sperm survival after thawing of bulls"Al
doses

Summary

The aim of my work was determine the influence and relationship between the
external factors (like climatic conditions, housing technology, frequency of collection or
handling with ejaculate) and the intrinsic factors (e.g. breed, genotype or age and individuality
of the animal).

The main hypothesis of my work analyzes the climatic condition and their effects on
the quality of the ejaculate. Especially the high temperature has negative effects on the recent
ejaculate. This hypothesis can’t by demonstrated because of unfavourable climatic conditions
— samples were collected in the colder periods of the year. Important parts of experiment were
pressure, relative humidity and term temperature at 7:00 AM.

We worked with four bulls (different ages and different breeds) from one semen
collection centre. For the production of semen doses (or insemination doses) we used only
semen meeting the conditions. The experiment used twenty samples from each bull. To the
dilution were used four commercially produced diluents - AndroMed®, Bioxcell®, Optidyl®
and Triladyl®. Insemination doses were storage in the containers with the liquid nitrogen and
after that they were de-frosted by the standard way (38 °C = 1 °C, 30 sec). All of these
samples were evaluated by the thermodynamic sperm survival test in time from 0 — 120
minutes. Results were statistically evaluated in program SAS 9.3.

Results demonstrated that the individuality of bull, diluents, order of jump and
climatic conditions are important factors. The best results were achieved by Optidyl (there
were 51, 68 % active sperm in time t0 and 46, 91% active sperm in time t30) and AndroMed
(49, 23 % active sperm in time t0 and 46, 41% active sperm in time t 30). Bioxcell (44, 00%
active sperm in time t0 and 39, 92 % active sperm in time t30) was evaluated as the least
acceptable diluent. In end of the thermodynamic test was AndroMed the best one (25, 29 %
active sperm in time t120). With increasing time values decreased — independently on

diluents, bulls or jumps.



Relative humidity between 76, 05 and 84, 72 % has the most positive effect on the
amount of the ejaculate. Influence of the air pressure (<972, 49 hPa) on the activity of sperm

was conclusive too. The difference compared to the other groups was significant (P <0.01).

Keywords: bull, reproduction, ejaculate, insemination dose, diluents,
conservation, refrigeration, survivability of sperm, evaluation of the ejaculate, quality of

the ejaculate
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1. UVOD

Geneticky pokrok v oblasti chovu skotu, zejména v odvétvi produkce mléka, je
zalozen na dvou procesech, a sice vyuziti byki s vysokou genetickou hodnotou a selektivnim
odchovu telat s vysokou chovatelskou hodnotou. Uméla inseminace je vykonnym nastrojem
modernich biotechnologii 21. stoleti, hlavnim prosttedkem pro rychlé Sifeni cenného
genetického materialu a zplisob volby pro chovatele skotu na celém svété ke zlepSeni
genetické kvality a zisku v jejich chovu.

Jednim z nejdulezitéjsich faktort ekonomiky chovu hospodatskych zvirat je neruSeny
prubéh pohlavnich funkci a periodickd a pravidelna plodnost samci a samic. Snahou
chovatele je dosdhnout v podminkidch chovu efektivni reprodukce hospodaiskych zvirat
umélym zasahovanim do rytmu jejich pohlavniho Zivota, nejvice umélou inseminaci.

Spravné zrealizovana inseminace hraje velice dulezitou roli v zabfezdvani, neméné
dileZzita je spravna a precizni ptiprava inseminaéni davky. Vysledek oplozeni a pocet Zivych a
oplozeni schopnych spermii urcuje vhodna technika rozmrazeni insemina¢ni davky.

| za nejlepSich podminek je inseminace ovlivnéna velmi kratkou Zzivotnosti spermii.
Bez pouziti vhodnych technologii ke zpracovani je Zivotaschopnost a oplozeni schopnost
nativniho ejakulatu skotu omezena na néckolik hodin. I kdyz mizeme prodlouzit
zivotaschopnost spermii na dobu neurcitou prostiednictvim kryokonzervace, zmrazeni a
nasledné rozmrazeni spermii zvySuje riziko poSkozeni a snizeni fertility spermii, oproti
hodnotam nativniho ejakulatu.

Faktory, které ovlivituji plodnost hospodaiskych zvirat, tvoii slozity komplex
vzadjemné na sebe pusobicich Cinitelli. Lze sem zahrnout klimatické podminky staje, ro¢ni
obdobi, technologie a management chovu, socialni hierarchii ve stad€, plemeno, vék, vyzivu a
mnoho dalSich.

Vétsina inseminacnich davek pochdzi ze zahrani¢nich chovi. V ¢eskych chovech je
snaha o rozvoj biotechnologickych metod, coz znamena pftilezitosti pro podstatné zvyseni
vyroby a pouZiti zmrazeného spermatu. Pro splnéni tohoto pozadavku musi primysl umélé

inseminace znat veskeré faktory, které ovliviiuji produkci spermii a kvalitu semene.
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2. CIL PRACE

Cilem prace je detekovat vyznamnost vztahu mezi vlivem vnéjSich podminek
(klimatické podminky, technologie ustdjeni, vyziva zvifat, frekvence odbéru, manipulace
S ejakulatem) a vnittnich faktor (plemeno, genotyp, individualita zvifete, vek zvitete).

Hlavnim tématem prace je zhodnotit vliv klimatickych podminek a kvalitou nativniho
ejakulatu, respektive insemina¢nich davek plemennych byku. Tento vliv byl vyjadieny
piezitelnosti spermii v pribéhu tepelného termodynamického testu.

Hypotézou je ptedpoklad, Ze neptiznivé klimatické podminky, pfedevSim vysoka
teplota vzduchu, negativné ovlivituje aktualni, respektive budouci kvalitu Cerstvého ejakulatu

bykt a tim 1 piezitelnost spermii po rozmrazeni insemina¢ni davky.
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3. LITERARNI RESERSE

Byci jsou pouzivani bud’ K ptirozené plemenitbé, nebo jako darci spermatu pro pouziti
v umélé inseminaci. V pripadé ptirozeného pareni mize jeden byk obstaravat stado 60 a vice
krav. Na druh¢ strang, pii vyuziti byka pro umélou inseminaci je z kazdého ejakulatu vyroben
velky pocet insemina¢nich davek (BRONSON, 1989).

Proto plodnost a reprodukéni schopnost individualniho byka je rozhodujicim faktorem
pro stanoveni reprodukéni vykonnosti krav. Vysoka zasoba kvalitnich a zdravych spermii,
stejné jako sexualni touha - libido, jsou nezbytné pro ejakulaci spermii do skute¢né nebo
umélé vaginy (HAFEZ a HAFEZ, 2006).

Bohuzel plodnost bykti pouzivanych pro piirozenou plemenitbu neni zdaleka tak
vySetfovana, jako plodnost samci uréenych k umél¢ inseminaci, a to miize vést k vaznému a
nakladnému zpozdéni pfi objeveni problémi s plodnosti (BALL a PETERS, 2004).

Literarni reserse pojednava o normalni byci reprodukéni funkci, zejména o vnitinich a
vnéjsich vlivech plisobicich na ejakulat. Dale pojednava o manipulaci a zpracovani spermatu
(ponévadz vSechny tyto postupy mohou zisadné ovlivnit kvalitu a oplozeni schopnost
spermii) od sbéru az po oplodnéni, véetné moznych tuskali, které mohou snizit vyslednou

plodnost ejakulatu.
3.1. Faktory ovliviiujici plodnost byki

Faktory, které maji vliv na reprodukci u zvifat, jsou klasifikovany jako vnitini a vnéjsi.
Naésledujici Cinitele jsou fazeny mezi faktory vnitini — plemeno, genotyp, individualita a vék
zvitete. Klimatické podminky, technologie ustdjeni, vyziva zvitat, frekvence odbéru spermatu

a manipulace s nim, jsou faktory vnéjsi (BRONSON, 1989).

3.1.1. Cinitelé vnitiniho prostiedi

3.1.1.1. Plemeno

Plemeno je populace hospodaiskych zvirat stejného druhu a fylogenetického ptivodu s
charakteristickymi znaky a vlastnostmi, které se za nezménénych podminek pfenaseji na

potomstvo. V soucasné dobé je u skotu nékolik set plemen, kterd se od sebe vice, ¢i méné
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odliSuji. Stejn¢ jako u ostatnich druhti hospodaiskych zvitat, nova plemena stale vznikaji i
zanikaji (KLIMENT, 1983).

S domestikaci, umélym vybérem a se zménou podminek chovu vSak dochazi
postupné i ke zméné tvarovych a uzitkovych vlastnosti plemene. Snahou je posileni
jednotlivych zadoucich vlastnosti zvifat. Cinitelé, ktefi maji podstatny vliv na vznik a utvafeni
plemene, jsou napiiklad vyziva, fylogeneticky ptivod a ptirodni vybér. Dale také podminky
spojené s rozvojem novych technologii, technikou chovu, plemenatskou praci a ekonomikou
chovu (KLIMENT, 1983).

Stejné jako u ostatnich druhti hospodaiskych zvitat, 1ze plemena skotu délit dle mnoha
hledisek. Zejména podle fylogenetického piivodu, podle zemé pivodu a geografického
roz§ifeni, uzitkovosti a stupné proslechténi (SAMBRAUS, 2006).

Casto jsou pozorovany rozdily v sexualni vykonnosti u jednotlivych plemen a linii
skotu. Samci mléénych plemen skotu jsou obecné aktivné€j$i nez samci masnych plemen
(HAFEZ a HAFEZ, 2006).

Priimérné rozdily mezi plemeny jsou zplisobeny u¢inkem rtiznych gent ptitomnych v
ruzné frekvenci u jednotlivych plemen. Plemena, ktera byla izolovana od sebe navzajem, a to
bud’ rodokmenovou piekazkou, vlivem lidské Slechtitelské prace nebo geografickou bariérou,
se rozchazeji ve frekvenci gent, které ovliviuji expresi mnoha vlastnosti (NEELY et al.,
1982).

3.1.1.2. Genotyp

Genotypem oznacujeme soubor vSech genetickych informaci organismu. Genotyp
velmi zavisi na interakcich prostiedi. Projevuje se, kdyz genotypy (jednotlivei, odridy,
plemena, atd.) ukazuji rozdilné fenotypové odpovédi na jedno nebo vice prostiedi. Vliv
prostiedi na genotyp v interakci s velmi odliSnymi genotypy a prostiedimi je dobie znamy a
zdokumentovany v oboru jak rostlin, tak zivoc¢ichti. Studie genotypu a environmentalnich
interakci jsou stale vice dulezité, protoze genotypy hospodaiskych zvifat jsou nyni
ovlivilovany nejruznéjsimi prostiedimi (BRYANT et al., 2004).

Kromé toho, DOMINIK et al. (2001) ptedpokladaji, ze existuji rizné genetické vztahy
mezi riznymi vlastnostmi v celém prostiedi.

CASTILLO - JUAREZ et al. (2002) uvadi, ze rozdily v fizeni mezi dvéma prostiedimi

zpusobuji upravu genetickych expresi sledovanych vlastnosti. Problémem zustava, jak
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porozumét a predvidat, do jaké miry zdénlivé malé genetické zmény zivotniho prostiedi
muzou vyvolat interakci biologického a ekonomického vyznamu.

Vnitfni studium interakei je pfedmétem vyzkumu, které genotypy se vyrovnaji s
problémy zivotniho prostiedi a zménou. FRISCH (1981) naznacuje, ze vybér reakce na rust v
naro¢ném prostiedi neni v dusledku zlepseni vlastniho genetického potencialu, ale vzhledem
ke zvysené odolnosti jen vic¢i environmentalnimu stresu. Zatimco ORDONEZ (1990) uvadi,
ze $lechténi pro zvyseni vyroby (naptiklad v tropickych podminkach) bude jen neptimy vybér

pro ptizptsobivost.

3.1.1.3. Individualita

Neméné dilezitym faktorem je také individualita, se kterou tUzce souvisi
temperament. Temperament je charakterizovan jako stupenn drazdivosti a
reaktivnosti nervové soustavy na zdklad¢ vzruchu a Utlumu. Zakldda schopnost zvirete
vnimat rozdilné podnéty vnéjSiho prostfedi a adaptovat se bez neumérnych reakci. Z
definice temperamentu, spolecné s vlivem endokrinniho systému vyplyva také pomérné

tzky vztah ke komplexi (MAJZLIK, 2000).

Rozlisujeme &tyti zakladni typy temperamentu. Zivy temperament, jinak také nazyvany
sangvinik je klidné zvife, které priméfené reaguje na podnéty. Podrazdéni a utlum
je v rovnovaze, reflexy se utvareji rychle a pfetrvavaji, zvife se snadno uci
a prizplsobi. Zvife s Zivym temperamentem je optimalni typ pro vyuziti v umélé inseminaci
(MAJZLIK, 2000).

U cholerika se pak jedna o temperament ohnivy, ktery je protipdlem temperamentu
zivého. Reakce na podnét byva prudsi, zvife je pomérné lekavé, Casto 1 agresivni, hiife
ovladatelné. U téchto zvifat je nizky prédh drazdivosti, kterd prevlada. Zvite je prudkeé,
nervozni, rychle reaguje, je drazdivé a citlivé na vSechny podnéty. Jsou hiife ovladatelnd az
uminénd. Pfi vetsi zatézi podléhaji neur6zam. Tato zvifata jsou pro vyuziti v reprodukénich
biotechnologiich nevhodna (MAJZLIK, 2000).

Zvite s klidnym flegmatickym temperamentem ma procesy podrazdéni a Gtlumu
silné a v rovnovaze, ale s pomalym pribéhem. Reflexy a reakce jsou pozvolné, tvoii se
pomalu, ale na druhou stranu dlouho pietrvavaji. Tento typ je ¢asty u mohutnych a silnych
zvitat, napiiklad u masnych plemen skotu (MAJZLIK, 2000).
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Temperament apaticky, castéji nazyvany melancholicky je extrémem klidného
temperamentu, procesy podrazdéni a Gtlumu jsou slabé, s prevladajici pasivitou a pomalou
reakci. Reflexy se tvoii pomalu, zvite je celkové zpomalené, malo ucenlivé, hiie
ovladatelné¢ a prizpisobivé. S melancholickym temperamentem se lze nejcastéji setkat u
kastrata — val, valach (MAJZLfK, 2000).

Temperament je velmi dulezity pro vyuzivani zvifete, spolurozhoduje 0
charakteru zvifete, schopnosti k uceni a vycviku a ma jak pfimy vztah k vyuziti zvifete
(odbér ejakulatu u byka), tak nepiimy (libido sexualis, chovani byka v odbérové mistnosti,
ochota k pareni). Individualita a temperament jsou jednak vysledkem dédi¢ného zalozeni
(vazbou na druh, plemeno a pohlavi zvifete), ale jsou téz ovlivnény podminkami prostiedi

odchovu a zachazenim ze strany zootechnika ¢i odetfovatele (MAJZLIK, 2000).

3.1.1.4. VEk zvirat

Pohlavni funkce mizou probihat az po dostaveni se pohlavni dospélosti zvirat, kdyz
dojde k synchronizaci citlivosti gonad a regula¢nich mechanismu a trvaji jen ur¢ité obdobi
Zivota zvitat (SMERHA et al., 1980).

VétSina sveétovych studii uvadi, ze v€k chovnych byki je velmi diilezity pro vlastnosti
ejakulatu. Obecné plati, ze produkce a kvalita spermatu se zvySuje s ve€kem byka
(STALHAMMAR et al., 1989; MATHEVON et al., 1998; BRITO et al., 2002).

Zvyseni objemu ejakulatu s v€kem byka je v souladu s pfedchozimi studiemi
(EVERETT a BEAN, 1982; TAYLOR et al., 1985; MATHEVON et al., 1998; BRITO et al.,
2002). TAYLOR et al. (1985) pozorovali nartst objemu ejakulatu az do 7 let véku chovnych
samci. Poté objem ejakulatu zistal konstantni az do 10 let véku bykd. To je v souladu se
zjisténimi BRITO et al. (2002). Nejvyssi objemy ejakulati byly zjistény u byku star$ich 9 let,
ale tyto se nijak vyrazné neliSily od ejakulatu byki ve véku 5 - 9 let. Jini autofi (EVERETT a
BEAN, 1982; MATHEVON et al., 1998) pozorovali nartst az od véku 4 - 5 let.

Vysledky celkového poctu spermii v ejakuldtu se fidily objemem ejakulatu, coz je
v souladu se studiemi dfive publikovanymi (EVERETT a BEAN, 1982; TAYLOR et al.,
1985; MATHEVON et al., 1998; BRITO et al., 2002).

TAYLOR et al. (1985), MATHEVON et al. (1998) pozorovali zvyseni koncentrace
spermii az do 22 meésice veku. V jiné studii (BRITO et al., 2002) stari byka nevykazovalo
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zadny ucinek na koncentraci spermii. Vysledky pro pohyblivost spermii, na rozdil od zjisténi
jinych studii (STALHAMMAR et al., 1989; MAKULSKA et al., 1993), vykazovaly vétsi
pohyblivost s vékem byka.

Mnoho autorti uvadi, ze se stoupajicim vékem a fyziologickym starnutim organismu
nastdva Utlum pohlavnich Cinnosti. Dalo by se ptredpokladat, ze veék zvifat mize byt
zodpovédny za drobné defekty spermii v inseminacni davce. AvSak ocCekavand snizena
pohyblivost spermii se s vékem neméni (EVERETT a BEAN, 1982; DIARRA et al., 1997;
MATHEVON et al., 1998), spermie jsou bez zavaznéjsich vad (CHANDLER et al., 1985),
nebo se vady naopak vyrazné snizuji s vékem (SODERQUIST et al., 1996).

Obdobi senility z hlediska hospodaiského vyuziti zvifat neovliviiuje efektivnost
reprodukce, protoze zvifata se zchovu vyfazuji diiv, nez dosdhnou zminéné¢ho véku

(SMERHA et al., 1980).

3.1.2. Cinitelé vnéjiho prostiedi

Do podminek vnéjSiho prostiedi lze zaradit klimatické podminky, ro¢ni obdobi,
technologie ustajeni, oSetfovani, zptisob odchovu, socialni hierarchii ve stad¢, odbér ejakulatu
a manipulaci s nim (BRITO et al., 2002).

Jednotlivé faktory vnéjsiho prostfedi plsobi na organizmus zvitete jako celek a
vyvolavaji ur€itou reakci. Reakce zvifete je odvozena od télesné konstituce, dédi¢ného
zaloZeni, zdravotnim stavu, uZitkovosti a stupni fyzické kondice. Uginky vlivii vnéj§iho
prostiedi se projevuji prostiednictvim exteroreceptorti smyslovych organti, kterymi dochazi
k drazdéni kiry velkého mozku a hypotalamo - hypofyzarniho systému, ktery fidi prubéh a
zajistuje spravny chod pohlavnich funkci (LOUDA et al., 2007).

3.1.2.4. Klimatické podminky

Vyznamny faktorem v souboru ¢initelti, které pisobi na reprodukci a plodnost, jsou
klimatické vlivy. Vyplyva tak zriznorodosti Cinitell, kterymi jsou svétlo, teplota, tlak
vzduchu a ro¢ni obdobi (KLIMENT et al., 1983).

Svétova populace skotu se nachazi v riznych klimatickych pasmech. Vliv zivotniho

prostfedi je vazany na urcité klimatické podminky, které byly intenzivné zkoumany jak u
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riznych plemen, tak v riznych zemich. V mnoha studiich ro¢ni obdobi vyznamné ovlivnilo
produkci spermatu (MATHEVON et al., 1998), zatimco dalsi studie a vysetifeni neodhalily
prokazatelny efekt ro¢niho obdobi (BRITO et al., 2002).

Sezonni vlivy jsou nejen vysledkem raznych faktoru, jako je teplota, vlhkost, délka
dne, slozeni krmiva, ale i fizeni chovu. V dasledku toho, byly vyznamné sezonni vlivy na
produkci spermatu ¢asteéné rozporuplné. Zatimco, napiiklad STALHAMMAR et al. (1989)
pozorovali nejvys$si koncentrace spermii a celkovy pocet spermii v letnim obdobi,
MATHEVON et al. (1998) zjistili vyssi hodnoty v zim¢ a na jafe.

Optimalni okolni teplota pro produkci spermatu, byla stanovena piiblizné v rozmezi
15az20 °C (TAYLOR et al., 1985).

Nejen teplota v den odbéru, ale také v prubéhu zrani spermii v nadvarleti nebo
v prubéhu spermatogeneze (do asi 70 dni pied odbérem) ma vliv na produkci spermatu
(STEPHAN et al., 1971; MEYERHOEFFER et al., 1985; DORST, 1991). Nicméné, byly
zjiStény odchylky u jednotlivych plemen byki, coZ naznacuje rozdily v jednotlivych
tepelnych tolerancich.

Reprodukce skotu muze byt ovlivnéna tepelnym stresem. Pii vysoké teploté nebo
vlhkosti, mize dojit k nefunk¢nosti termoregulacnich mechanismti a nasledkem toho ke
zvySeni vnitini teploty nad fyziologické meze (CHEMINEAU, 1994).

Tepelny stres miize snizit pocet GspéSnych zabieznuti a zvySeni embryonalni mortality
u krav (WOLFENSON et al, 2000), a snizit kvalitu semene byka (JOHNSTON et al., 1963;
SKINNER a LOUW, 1966).

Béhem obdobi horka v tropickych oblastech dochazi ke snizené produkci spermii a
pokles kvality semene, nicméné, sezénni zmény nelze piicitat pouze vyssi okolni teploté
(IGBOELI a RAKHA, 1971; FIELDS et al., 1979; KUMI - DIAKA et al., 1981; REKWOT et
al., 1987).

Z hlediska vlivu klimatickych podminek na hospodaiska zvitata je znamo, ze vysoké a
nizké okolni teploty mohou byt zodpovédné za sniZzeni plodnosti. Teplota Sourku je
regulovdna nezavisle na télesné teploté téla pomoci termoreceptortt v Sourku a efektorti ve
form¢ aktivity svalu tunica dartos. Nicméné tyto efektorové mechanismy jsou nedostatecné k
udrzeni teploty Sourku pii extrémnich teplotach, nebo extrémnich mrazech. Rychle tak mize

dojit k znehodnoceni spermatu a tim i ke snizeni plodnosti teplem nebo chladem (GORDON,
2004).
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Vlivem extrémné vysokych anebo nizkych teplot se mohou narusit fyziologické
funkce, protoze termoregulacni mechanismy nejsou uz schopné pfizpusobit organismus
takovym zménam (KLIMENT et al., 1983). Témto tvrzenim vSak odporuje jina studie, ve
které bylo prokazano, ze extrémni teploty (az - 24 °C) mély pouze maly vliv na produkci
spermii. Doslo pouze k nepatrnému snizeni objemu spermatu a malému ubytku celkového
poctu spermii, ve srovnani s optimalni teplotou 16 - 21 °C (TAYLOR et al., 1985).

EVERETT a BEAN (1982) uvadéji, ze nebyly zjistény zadné vyznamné G¢inky okolni
teploty nebo vlhkosti na produkci spermii a kvalitu semene bykt plemene Hol$tyn v mirném
pasmu. Nicméné, MATHEVON et al. (1998) uvadi, ze Holstynsti byci produkuji vice spermii
(vyssi koncentrace spermii a celkovy pocet spermii) s vétSi pohyblivosti v zim¢ a na jate.

Vykyvy plodnosti 1ze pozorovat i v souvislosti sro¢nim obdobim (ro¢ni
fotoperiodismus charakterizovany kvalitativnimi zménami v slozeni svételného spektra).
Prodluzovani ¢i zkracovani doby slune¢niho svitu indikuje kvalitativni rozdily v reprodukéni
sféfe, coz se projevuje rozdilnou intenzitou pohlavni aktivity v prib&éhu roku. Obdobi zmén
spektra v prospéch UV zafeni (jaro a zaCatek 1éta) a obdobi jeho ubyvani (konec 1éta, podzim)
stimuluji aktivitu Stitné zlazy, ktera vyprodukuje optimalni mnozstvi tyroxinu pro aktivaci
gonadotropnich funkci adenohypofyzy. Naopak, nedostatek tyroxinu zpomaluje metabolické
déje a inhibuje gonadotropni funkce hypofyzy s naslednou sexualni hypofunkci (KLIMENT
et al., 1983).

3.1.2.5. Technologie ustajeni

Lze rozlisit nékolik typli ustajeni: volné ¢i vazné, popf. vazné ustdjeni s pastvou.
Zalezi také na konstrukci vrchni stavby a stfechy, tzn. mnozstvi svétla v ustajovacim zatizeni.
Z hlediska reprodukce dosahuje lepsi urovné volné, popiipadé pastevni ustdjeni. Lze
pozorovat intenzivnéj$i ptiznaky fije, samci maji mnohdy kvalitnéjsi ejakulat s vysokym
podilem oplozeni schopnych spermii, aviak identifikace zvifat mize byt ztizend (RIHA,
1996).

Neptiznivé mikroklimatické podminky ustdjovacich prostor, predev§im relativni
vlhkost a teplota prostord, ale také vyskyt vysokého obsahu ¢pavku a silné proudéni vzduchu,

mohou téZ negativné ovliviiovat reprodukéni funkce (GAMCIK et al., 1980).
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3.1.2.6. Vyziva zvirat

Uginky nutriéniho omezeni na plodnost jsou pozoruhodné a markantni, vice viak u
potravin a jeho vliv na energetickou bilanci, nebot’ reprodukce je energeticky vysoce naro¢na
(BRONSON, 1989).

Za jedny z nejdulezitéjsich slozek vyzivy s vlivem na reprodukci jsou oznacovany
bilkoviny a aminokyseliny (KLIMENT et al., 1983).

Vyzivové nedostatky mohou oddalit nastup puberty a negativné ovlivnit tvorbu a
vlastnosti sam¢iho spermatu. Mladé a rostouci zvife je mnohem nachyInéjsi na nutricni stres
nez star§i zvife. Kromé& toho, nevyhovujici nutriéni podminky ovliviiuji vice endokrinni
funkci varlete, nez samotnou spermatogenezi. Mezi bézné vyzivové faktory patii pocet
ptijatych kalorii v krmivu, mnozstvi bilkovin a Zivin. Velkou roli hraje nedostatek vitamind,
mineralnich latek, nebo zvyseny pfijem toxickych latek (HAFEZ a HAFEZ, 2006).

Poruchy reprodukce maji obvykle blizky vztah k pochybeni ve vyzive, chovatelsky
nejvyznamnéj$im syndromem je stajova sterilita s vaznymi ekonomickymi dopady pro
chovatele. Jako kontrola vyZivného stavu slouZi metabolicka vysetieni (RTHA, 1996).

Doba potiebna k pribéhu spermatogeneze u byka je 54 dnu (SAUNDERS, 2003), a
proto je doporuceni dodavat byktim piiméfenou vyzivu, bez jakychkoliv deficitd v dodavkach
urcitych zivin béhem 2 mésici pred planovanym zafazenim do chovu.

KENDALL et al. (2000) se zabyvali t¢inky minerala (zinek, kobalt, selen) na motilitu
spermii, procento Zivych spermii a membranovou integritu. Tyto G¢inky, které se projevovaly
zakladé¢ toho, Zze doposud nebyl prokazan vliv zinku na semennou plasmu, stejné jako vliv
kobaltu na sam¢i plodnost (ANDERSON et al., 1996).

Stejné tak muize ruzna kvalita krmiva ovlivnit kvalitu semene az po n€kolik tydna
(PETER, 1991).

Zajimaveé je, Ze spolecné s vékem dochazi u bykil k vyznamnému sniZeni koncentraci
polynenasycenych mastnych kyselin (kyselina arachnidova, kyselina dekosahexanova),
spole¢né s tibytkem antioxida¢nich enzymi v semenné plasmé (KELSO et al., 1997), coz
podnitilo obchodni zajem v pouZzivani potravinovych doplikd na bazi rybiho tuku a vétsi

procento zaclenovani antioxidantll a vitaminu E ke zvysSeni plodnosti. Tyto mastné kyseliny
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jsou dulezité pro integritu membrany spermii, pohyblivosti a zivotnosti spermii (ROOKE et

al., 2001).

3.1.2.7. Frekvence odbéru, manipulace

Bylo zjisténo, ze doba sexudlni ptipravy byka mlize mit vyznamny vliv na objem
ejakulatu, pocet vyrobenych davek z odebraného ejakulatu a motility spermii po rozmrazeni
(KOMISURD a ANDERSEN, 1996). To mize vysvétlit pro¢ vodici technik byka a technik
odebirajici semeno maji zasadni vliv na jeho kvalitu a mnozstvi, protoze jsou zodpovédni za
sexualni stimulaci a ptipravu (MATHEVON et al., 1998).

Zvyseni objemu ejakulatu s rostoucim intervalem odbéru je v souladu s nékolika
studiemi (EVERETT et al., 1978; EVERETT a BEAN, 1982; MATHEVON et al., 1998).
Autofi také pozorovali vyssi koncentrace spermii a vyrazny narust celkového poc¢tu spermii v
ejakulatu s delSimi intervaly mezi jednotlivymi odbéry.

EVERETT et al. (1978) a MATHEVON et al. (1998) uvadéji, Ze optimalni intervaly
odbéru jsou 3 - 5 dnli pro maximalni dosazitelné procento pohyblivych spermii.

Intenzita vyuzivani byka, jinak také nazyvana exploatace, se liS§i nejenom vékem a
kondici zvitete, ale i zdravotnim stavem. Nadmérnym vyuzivanim byka se snizi libido, objem
1 koncentrace ejakulatu, zhorSi se prezitelnost a rezistence spermii. Oproti tomu
nedostateCnym vyuzivanim byka, spermie setrvavaji ptili§ dlouhou dobu v nadvarleti a tim

dochazi k jejich degradaci a snizovani rezistence (HOFIREK et al., 2009).

3.2. Odbér ejakulatu

Rutinni insemina¢ni odbér semene byka za¢ina poté, co se osvédéil a spinil veskeré
vybérové postupy a testy. U masnych plemen se obvykle za¢ina s produkci spermatu pro
komeréni vyuziti kolem dvou let véku (LOUDA et al., 2001).

Pii odbéru je nutné ziskat cely objem ejakulatu s co nejmensim biologickym
zne€iSténim, neporusit Zivotnost, morfologii a oplozeni schopnost spermii, zabezpecit
zdravotni stav a plodnost plemenika pted vlivem neptiznivych faktorti. PferuSenim ptirozené
plemenitby, snizit moznost §ifeni pohlavnich chorob. V prib¢hu let byly vyvinuty nejlepsi

postupy a technologie, které se ptizpisobuji individualité¢ kazdého plemenika, s cilem
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maximalizovat objem odebraného ejakulatu nejvyssi kvality a S minimalni kontaminaci. Tyto
metody odbéru funguji po desetileti a nevyzaduji jiz zasadni zmény (VEZNIK et al., 2004).

Kli¢em k maximalizaci produkce spermii je pfiméfend sexudlni stimulace, které je
dosazeno optimalni teplotou a tlakem v umélé vaging, spole¢né s vhodnou frekvenci odbéru
na zakladé rychlosti produkce spermii ve varlatech (PETELIKOVA et al., 1998).

V historii se sperma odebiralo ruéné z pochvy samice, pozdéji se k zachyceni
pouzivala sucha motiska houba, avSak pti vSech téchto postupech, nebylo mozné zajistit
kvalitativni a hygienické podminky (KLIMENT et al., 1983).

Vétsina odbért ejakulatti se provadi tim, ze se byk pfiméje ejakulovat do umélé
vaginy. Ta je konstruovana tak, aby simulovala fyziologické podminky pochvy samice (tlak,
teplotu, kluzkost). Konstrukce umélé pochvy se mirné zménila, v prub&hu let doslo ke snizeni
ztraty spermii a eliminace nebezpeci poskozeni penisu. To pomaha spravné erotizaci kazdého
plemenika, z nichz néktefi maji v tomto ohledu velmi piesné preference. V dobé odbéru by
méla mit uméla vagina vnitini teplotu 38 — 40 °C a tlak cca 530 kPa (LOUDA et al., 2001).
HOFIREK et al. (2009) uvadi teplotu 39 — 42 °C. Pfed samotnym odbérem je nutné vymazat
umeélou vaginu sterilni nespermicidni vazelinou.

Uméla vagina obsahuje synteticky gumovy kuzel s kanalkem, ktery odvadi sperma do
nadoby na sbér. Izolace kolem zkumavky udrzuje spravnou teplotu (35 — 38 °C), dokud se
semeno nedostane do laboratotfe k dalSimu zpracovani. Uméla vagina musi byt vzdy sterilni
(LOUDA et al., 2001).

Pokud je byci sperma odebirano piili§ Casto, miize dochazet ke snizeni kvality a poctu
spermii v ejakulatu. V praxi musi byt kompromis mezi maximalnim rozsahem vyroby a
optimalnim vynosem pii kazdém odbéru. To znamenad, ze vétSina byka je odebirana dvakrat
tydné po celou dobu jejich produktivniho Zivota, ktery obvykle trva 5 - 6 let (KLIMENT et
al., 1983).
provadi, samoziejmé 1 sterilita pomilicek pouzivanych pro odbér, jelikoz ovliviiuji kvalitu
odebraného ejakulatu (HOFIREK et al., 2009).

Pro vlastni odbér se vyuziva fantom, ¢i atrapa - klidni byci sttidajici se po 4 odbérech,
coz vynahrazuje fijici se plemenici (KLIMENT et al., 1983; LOUDA et al., 2007). Pied
kazdym odbérem i po ném se provadi desinfekce a dukladné osuseni zad¢ atrapy. Predkozka

odebirané¢ho plemenika musi byt také peclivé omyta vlaznou vodou a osuSena buni¢inou. Pti
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dostatecném vydrazdéni se neché byk skocit a dorazit. Doraz trva zhruba vtefinu, ale je silny a
odbérovy technik si musi dat pozor, aby mu byk umélou pochvu nevyrazil z ruky (HOFIREK
et al., 2009).

Kromé odbéru do umélé vaginy se ziidkakdy vyuziva odbér elektroejakulaci a odbér
pomoci masaze ampuli chamovodu (LOUDA et al., 2001).

Po samotném odbéru dochazi v laboratofi k posouzeni kvality, ve sbéraci se ejakulat

natedi a pozvolna se ochlazuje metodou ekvilibrace (BOUSKA et al., 2006).

3.3. Hodnoceni ejakulatu

Jakmile je sperma odebrano, zacina nevratny proces starnuti spermii. EXistuje velky
pocet parametrti pouzivanych k posouzeni kvality ejakulatu. Biochemickym méfenim a
funkénimi testy Ize hodnotit objem, koncentraci spermii, pohyblivost spermii, podil zivych
spermii, podil abnormalnich spermii. Velké rozdily jsou nejen mezi jednotlivymi vzorky
odebraného spermatu, ale i mezi byky ve viech téchto parametrech (MOCE a GRAHAM,
2008).

Jakmile bylo sperma odebrano, je nutné ho udrzovat pii teploté 30 az 35 °C, dokud
neni vyhodnoceno a pfipraveno k dalSimu zpracovani. Prvni hodnoceni kvality spermatu je
nutné provést okamzit¢ po odbéru. Hodnoti se koncentrace spermii, konzistence, piitomnost
hnisu, ¢i indikace infekce. V této fazi by sperma také mélo byt vizudlné kontrolovano na
pritomnost kontaminujicich latek, jako jsou vlasy, stolice nebo krev. V této fazi mize byt
zjiSténa pritomnost moc¢i (LOUDA et al., 2001).

Objem spermatu v ejakulatu je moZné méfit pomoci stupnice na zkumavkach ihned
po odbéru. Nizky objem nemusi hned byt divod k obavam, nebot’ existuji znacné rozdily
mezi jednotlivci a mezi plemeny. Objem ejakulatu mize byt také snizen disledkem castého
odbéru (BALL a PETERS, 2004).

Maly vzorek spermatu je umistén na vyhiaté sklicko a pozoruje se pod mikroskopem
s cilem odhadnout podil Zivych spermii, ktery by nemél klesnout pod 60 %. Jestlize spermie
plavou dozadu nebo v kruzich, mohly byt poskozeny chladem, vysokou teplotou nebo se

muze jednat o osmoticky Sok. Po posouzeni ¢erstvého spermatu se vzorek fedi na skli¢ku a
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odhaduje se podil morfologicky abnormalnich spermii, ktery by nemél piekrocit 20 %
(VEZNIK et al., 2004).

Objem spermatu muze byt dulezity ve vztahu k poc¢tu davek semene, které mohou byt
ptipraveny z jednoho ejakulatu. Hustota spermii ma také ziejmy vyznam pro stanoveni poc¢tu
insemina¢nich davek a fertilizacni kapacity spermatu. Posouzeni progresivni motility je
dalezité, protoze je mozné priblizné vyhodnoceni Zzivotaschopnosti spermatu. Nicméng,
ptesné urCeni poméru zivych a mrtvych spermii provadi laboratorni technik pomoci
diferencialniho barveni (BALL a PETERS, 2004).

Na jedno z ptednich mist ve vy¢tu spermato - analytickych metod patii posuzovani a
kvalitativni hodnoceni motility spermii. Soucasné s motilitou je zkouméana 1 rychlost pohybu
spermii, kterd je velmi citlivym ukazatelem moZzné nastupujici degenerace ejakulatu. Kolektiv
autord povazuje progresivni pohyb spermii za jeden z nejvyznamné;jSich ukazatelti pro odhad
fertilizacni schopnosti spermatu. Z funk¢niho hlediska, je pohyb spermii nutnou podminkou
pro transport a pranik do sami¢iho oocytu (VEZNIK et al., 2004).

Motilita spermii je pravdépodobné jednim z nejvice vyuzivanych kritérii pro
hodnoceni nativniho i konzervovaného ejakulatu. Ve snaze snizit subjektivni hodnoceni
pohyblivosti, které¢ do znacné miry zalezelo na schopnostech pracovnika, a ziskat co
nejobjektivnéjsi vysledky, byly vyvinuty CASA (Computer Assisted Sperm Analysis), piesné
automatické systémy analyzy spermii (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 1997).

3.4. Redéni ejakulatu

Veskeré¢ testy a hodnoceni kvality maji za kol posoudit a vyhodnotit pouze kvalitni
sperma, od prvotfidnich plemeniki. Ejakulat se dale fedi riznymi fedidly, aby se navodilo
vhodné prostiedi k uchovani a adekvatni pieZitelnosti (BOUSKA a kol., 2006) a také pro
ziskani vice insemina¢nich davek. Redénim se vytvati vhodné podminky pro pieZiti spermii
mimo organismus. Redidla musi spliiovat vhodné fyziologické podminky prostiedi pro
spermie, aby se po dlouhou dobu nesniZila jejich oplozovaci schopnost a mohla byt pouZita
pro vétsi mnozstvi plemenic (KLIMENT et al., 1983).

Redidlo musi byt zdrojem energie pro spermie, spliiovat kvalitni pufrovaci schopnost,

obsahovat urCit¢é mnozstvi elektrolytu. Neméne dulezité je =zajiSténi pozadovaného

25



osmotického tlaku a stalého pH (6,4 — 6,8), které¢ bude odpovidat pozadavkim byc¢iho
spermatu. Je nezbytné, aby fedidlo bylo sterilni, netoxické, jinak nezavadné, a musi byt
ekonomicky dostupné (LOUDA et al., 2001).

Obecné pozadavky na komponenty jednotlivych fedidel jsou iontové nebo neiontové
latky pro udrzeni osmolarity, zdroje lipoproteini s vysokou molekulovou hmotnosti
materialu, napiiklad Zloutek ¢i mléko. Dale glycerol, propan — di - ol, glukdza nebo fruktoza
jako zdroj energie a dalsi ptisady jako jsou enzymy a antibiotika (VISHWANATH et al.,
1996).

SloZeni fedidel vyznamné ovlivituje zivotaschopnost a oplozovaci schopnost spermii v
inseminacni davce (SIDDIQUE et al., 2006). VétSina spoleCnosti, zabyvajicich se umélou
inseminaci na profesiondlni urovni, investuje do vyvoje a piipravy vlastnich fedidel s
drobnymi Gpravami, které vyhovuji jejich pozadavkim (VISHWANTH et al., 1996).

Jako jedny z prvnich typu fedidel byly bézné vyuzivany télni tekutiny, a to krevni
sérum, lymfa, sekret ze sklivce, sekrety semennych vacku, vajecny Zloutek a bilek a kravskeé
mléko (LOUDA et al., 2001).

MILOVANOYV (1962) uvadi, ze dle urcitych vlastnosti se slozky fedidla daji rozdélit
na tii zakladni skupiny: Extendor pro navySeni objemu, protektor pro zvétSeni objemu
spole¢né se zajisténim ochrany a vyzivy, implementor, ktery ma shodné vlastnosti jako
protektor a navic pozitivné pusobi na fyziologii sami¢ich pohlavnich organti a oplozeni jako

takové.

3.4.1. Slozeni redidla

Ptfed samotnym zmrazenim se ejakulat natedi pfisluSnym fedidlem. Mezi zékladni
funkce fedidla lze zatadit zvySeni poctu insemina¢nich davek, konzervace spermii vV anabidze,
ochrana proti chladovému Soku, zvySeni délky oplozovaci schopnosti, inhibice a eliminace
toxickych latek, mikrobui a bakterii, ochrana pied zni¢enim nizkymi teplotami - kryoprotekce,
zvyseni doby uchovavatelnosti (BALL a PETERS, 2004).

Zékladnimi slozkami fedidla jsou kryoprotektiva, ktera chrani spermatické bunky
pted jejich prasknutim a naslednym znicenim ledovymi krystaly, vznikajicimi béhem procesu
zmrazovani. Kryoprotektiva zvysSuji odolnost spermii a jsou obranou proti moznému
chladovému Soku. Jednim z nejpouzivangjSich kryoprotektiv je vajecny Zloutek, kravské

mléko, glycerol, ¢i ptidavek Tris - hydroxymethyl - aminomethan (BALL a PETERS, 2004).
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Pro preciznéj$i a méné slozité mikroskopické pozorovani, byl ze zloutku vyextrahovan
cholesterol LDL (lipoprotein s nizkou hustotou), protoZze ma jednodussi chemické sloZeni nez
zloutek a také je samostatné pouzivan na fedéni a zvySeni piezitelnosti spermii (AMIRAT et
al., 2004).

Pted nékolika lety doslo k postupnému odstranéni celého Zloutku, jako jedné slozky
fedidla, protoze zde bylo pomérné velké zdravotni riziko v souvislosti s kontaminaci
biologickym materialem (VISHWANATH et al., 1996). Hledaji se proto nové vhodné latky,
které by ho mohli nahradit, naptiklad sojovy extrakt lecitin (BOUSSEAU et al., 1998).

Nicméné se opé€t ukazuje, ze nékteré pouzivané alternativy nejsou tak UspéSné jako
ptvodni zloutkova, ¢i1 mlécna fedidla (VAN WAGTENDONK DE LEEUW et al., 2000).
TAKAHASHI et al. (2012) povazuje za idealni fedidlo standardni kombinaci vaje¢ného
zloutku ¢i kravského mléka s glycerolem.

Vhodnost pouziti kravského mléka jako kryoprotektiva pro ochranu spermii bylo
prokazano uz v roce 1951 (THACKER a ALMQUIST, 1951). Kasein obsazeny vV mléce ma
ochranny ucinek proti ztrat¢ lipidové membrany (BERGERON et al., 2007).

Kryokonzervace se neobejde bez glycerolu (HOFIREK et al., 2009), ponévadz
glycerol chrani spermie pied poSkozenim (GARNER et al., 1999). RODRIGUEZ et al. (1975)
uvadi koncentraci glycerolu 7 — 9% jako idealni pro dlouhodobé zmrazovani ejakulatu.

AWAD (2011) testoval zaménu kryoprotektantli s nizkou molekulovou hmotnosti
(etylenglykol, metanol) za glycerol. Pomoci analyzy CASA nezjistil prokazatelny rozdil v
pouziti metanolu nebo etylenglykolu ke kryokonzervaci.

MOCE a GRAHAM (2006) se zabyvali studiem a testovanim G&inku CLC (smés
cholesterolu a cyklodextrini), které piridali do neziedéného nativniho ejakulatu. Vysledky

prokazaly jeji kladny vztah ke zvySeni pfezitelnosti spermii.

Nemén¢ dulezitou a ochrannou slozkou jsou antibiotika, u kterych bylo zjisténo, ze
mohou zvySovat fertilitu ejakulatu pti vyuziti pro umélou inseminaci (DE JARNETTE et al.,
2004).

Pridavani antibiotik do fedidel ma za cil chranit ejakulat pfed virovou ¢i bakterialni
kontaminaci a naslednym S$ifenim pohlavnich chorob. Napiiklad bovinni virova diarhoe
(BVD-MD, virové onemocnéni skotu) muze byt pfenasena béhem inseminace (BALL a

PETERS, 2004).
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BOUSSEAU et al. (1998) uvadi, ze kazdé fedidlo ma rozdilny obsah antibiotik ve
specifickém poméru. Napiiklad AndroMed® a Triladyl® obsahuji Tylosin, Gentamycin,
Spektinomycin a Lincomycin.

AKHTER et al. (2007) se zabyvali testovanim vlivu antibiotik GTLS (Gentamycin,
Tylosin, Linco-spectin) na plodnost byka. Vysledky svého vyzkumu porovnali s vysledky
tradicné pouzivanych antibiotik SP (streptomycin, penicilin), které diive zkoumala fada védcu
(HUSSAIN et al., 1990; ALI et al., 1994; SANSONE et al., 2000; ANDRABI et al., 2001). V
zaveéru nebyla zjisténa vyssi plodnost pii pouziti GTLS (Gentamycin, Tylosin, Linco-spectin)
oproti SP (streptomycin, penicilin).

Kone¢nym produktem metabolismu spermii je kyselina mlécnd, kterd mize zpisobit
snizeni hladiny pH. Pufry (fosfat, citrat sodny, TRIS), ptfidavané do fedidla maji za cil
udrzovat hladinu pH v rozmezi 6,4-6,8 a zabranit tak aglutinaci spermii (BALL a PETERS,
2004). GLEN et al. (1956) zvetejiuje dalsi organicky pufr a to citrat sodny.

SIDDIQUE et al. (2006) ve své studii o vlivu pufru na mrazitelnost ejakulatu uvadéji,
ze pouzili fedidla o rizné koncentraci TRIS, kyseliny citronové citratu sodného, glukosy,
fruktosy, laktosy, vaje¢ného Zloutku, antibiotik (Penicilinu a Dihydroxystreptomycinu) a
glycerolu. Dosli k zavéru, Ze nejadekvatnéjSim fedidlem ke kryokonzervaci je takové, které

obsahuje TRIS a citrat sodny v poméru 1 : 1.

Soli vyrovnavaji osmoticky tlak pfed mrazenim a ochranuji spermatické buriky pred

poskozenim (AMIRAT et al., 2005).

Pro pteziti sam¢ich pohlavnich bun€k mimo prostfedi organismu potiebuji spermie
dostatek energie. Do fedidel se za timto uc¢elem ptidavaji jednoduché cukry, jako naptiklad
fruktosa, laktosa nebo kyselina citronova (BALL a PETERS, 2004; AMIRAT et al., 2005).
KLIMENT et al. (1983) popisuji jako zakladni slozku fedidel glukézu.

Bi-destilovana voda ma v fedidle funkci nosiCe ostatnich latek v ném obsazenych

(SIDDIQUE et al., 2006).
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Spravné vyrobené fedidlo se otestuje s kapkou spermatu. Sleduje se, zda nedojde ke
snizeni motility a fertility spermii. Kdyz toto zékladni vysetfeni dopadne dobfte, postupnym
primichavanim fediciho roztoku se natfedi cely ejakulat a opét zkontroluje motilita. Je-li vSe v

normé, davka se pomoci automatického stroje naplni do pejet (HOFIREK a kol., 2009).

3.5.  Konzervace byc¢iho ejakulatu

Uchovani a zvySeni zivotaschopnosti a oplozovaci schopnosti ejakulatu je primarnim
cilem konzervace ejakulatu. DalSim cilem je také zvétSenim objemu ejakulatu — nafedénim,
ziskat co nejvice inseminacnich davek s minimalnim poctem deseti milioni oplozeni
schopnych a aktivnich spermii pfi aktivité nejméné 30 % (LOUDA et al., 2001).

VISHWANATH et al. (1996) uvadi, ze téméf veskeré sperma pouzivané v umélé
inseminaci v rozvinutych zemich je zmrazeno, kvili zachovani motility v prubéhu skladovani
a distribuce. Kombinace teploty pfi manipulaci a pfi nasledném mrazeni, chemického sloZeni
fedidla a hygienické kontroly jsou klic¢ové faktory, které ovlivituji Zivotnost spermii.

Toho je velmi uspé$né dosazeno, pokud se sperma uskladiuje v kapalném dusiku pii
teploté -196 °C.

3.5.1. Kratkodoba konzervace

V dnesni dobé se lIze setkat s touto metodou velice ziidkakdy. Nafedény ejakulat se
uchovava pfi teploté 2 °C az 4 °C, nejcastéji v chladnice. Vyuziti a oplozeni schopnost takto
konzervovaného ejakulatu je maximalné dva dny. Doba pouzitelnosti ejakulatu se da
prodlouzit, pokud se pfi konzervovani pouZije citrat sodny s upravenym pH 6,15 a to az na 3
az 4 dny (LOUDA et al., 2001).

Nejéastéji vyuzivana fedidla pro kratkodobou konzervaci jsou fedidla ze suSeného
mléka: Zloutko — mlééné fedidlo a Zloutko — citratové fedidlo. Redidla se musi ptipravovat
denné Cerstva a jednotlivé komponenty musi odpovidat pfisnym veterinarnim pozadavkiim a

musi byt uchovavany ve sterilnim prostiedi, kvilli mozné bakteridlni kontaminaci

(JANUSKAUSKAS, 1999).
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3.5.2. Dlouhodoba konzervace - kryokonzervace

Kryokonzervace byciho ejakulatu zahrnuje nékolik po sobé nasledujicich krokd:
fedéni spermatu, chlazeni, nasledné zmrazeni, uchovani a rozmrazeni spermii. VSechny tyto
kroky mohou zpusobit poskozeni spermii. Primarni metodou vedouci k prodlouzeni ptezivani
spermii je snizeni teploty ejakulatu, které vede ke snizeni metabolické aktivity spermii
(HOLT et al., 2005).

K dal$imu prodlouzeni doby uchovani spermii bez objektivné prokdzané ztraty
zivotaschopnosti je nutné spermie zmrazit. Proces kryokonzervace spermii v§ak zahrnuje sérii
fyzikalnich a chemickych zmén, které v konecném disledku mohou poskodit burku
(THURSTON et al., 2002).

V roce 1949 bylo zjisténo, ze glycerol ma kryoprotektivni vlastnosti, které
piedstavovaly obrovsky pokrok v oblasti uskladiiovacich technologiich, stejné jako
pieorientovani na plastové pejety (BALL a PETERS, 2004). Od té doby, pti vyznamném a
dennim pouzivani zmrazené¢ho spermatu v chovu skotu, bylo dosaZeno relativné velkého
pokroku v oblasti fedidel ejakulatu. I nadale vSak zustava prostor pro zlepSeni, protoze
kryokonzervaci urcita ¢ast spermii ztraci integritu a funk¢énost. Zlep$eni lze dosahnout pomoci
riznych druht fedidel, které jsou v interakci se spermatem a poskytuji ochranu raznych
bunéénych komponentt béhem chladicich, zmrazovacich a rozmrazovacich procest (HOLT,
2000).

Principem dlouhodobé konzervace je uchovavani spermii — insemina¢nich davek ve
specialnich chladicich kontejnerech naplnénych tekutym dusikem pii teploté - 196 °C.
Kryokonzervace ma fadu vyhod. Ejakuldit muZe byt uchovavan neomezenou dobu,
manipulace a zachazeni s nim sice vyzaduje uréita technicka a bezpeénostni opatieni, avsak
neni nijak obtizné. Dalsi vyhodou je snadné piekonani casovych limitii, geografickych hranic
a samoziejmé s timto spojend ekonomicka stranka (JANUSKAUSKAS, 1999).

Nevyhodou je, Ze v pritbéhu hlubokého mrazeni a nasledného rozmrazovéani dochéazi
Kk funk¢nim odli$nostem ejakulatu od nativniho spermatu a Casto také k poskozeni urcitého
mnozstvi spermii. PoSkozeni se projevuje nejcastéji morfologickymi zménami na hlavickach
spermii. Dale je po rozmrazeni semene pohyblivost spermii znacn€ sniZend, dochazi
k poklesu glykolyzy a tvorbé kyseliny mlééné. Kyselina mlé¢na postupné okyseluje prostiedi,
snizuje aktivitu spermii, zptisobuje anabiézu a nasledné odumieni sam¢ich pohlavnich bunék

(BALL a PETERS, 2004).
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Jsou znac¢né rozdily ve zpusobilosti spermii ke konzervaci hlubokym mrazenim jak
mezi ejakulaty téhoz byka, tak mezi ejakulaty riznych bykia (WATSON, 1990).

Oplozovaci schopnost Cerstvého semene je mnohonasobné vyssi, nez schopnost
zmrazeného a poté rozmrazeného semene (JANUSKAUSKAS, 1999).

Zakladnim piedpokladem uspésné fertilizace oocytd in vivo i in vitro je vyborny
funk¢ni stav spermii po kryokonzervaci. Pouze kvalitni a neposkozené spermie s intaktnim
akrozomem a s nenarusenym prib&hem akrozomalni reakce mohou UspéSné penetrovat zonu

pellucidu a fertilizovat oocyt (YANAGIMACHI, 1988).

3.6. Uchovavani a manipulace s insemina¢nimi davkami

Zmrazené sperma je nezbytné piepravovat a skladovat v nadrzich s kapalnym dusikem
specialné urcenych pro tento ucel. Kontejnery jsou dvouplastové, mohou byt z nejriiznéjSich
materialti, nejCastéji olovéné, ¢i hlinikové. Tak dlouho, jak zlstdva sperma ponofeno v
kapalném dusiku, stav spermii a jejich plodnost zlstavaji beze zmény. Kontrola hladiny
dusiku v kontejneru se provadi sterilni plastovou tyci ponofenou do kontejneru. Po n¢kolika
sekundach se ty¢ vyjme a zkontroluje hladina (BALL a PETERS, 2004)

LOUDA et al. (2007) uvadi, Ze komplikace mohou nastat, kdyz jsou pejety vystaveny
zvysené teploté pied tim, nez jsou ve skutecnosti zapotiebi pro umélou inseminaci, ¢i jiné
ucely. K poskozeni miize dojit napiiklad unikem kapalnéného dusiku z nadrze, v piipadé ze
pejety jsou uskladnény pftili§ dlouhou dobu, pti manipulaci a dopliovani mraziciho média,
nebo kdyz se protahuje nezbytn¢ nutnd doba ke kontrole ¢i vybérem pejet v hrdle nadrze.
Oplozovaci schopnost insemina¢nich davek pii expedici z insemina¢ni stanice obchodni
firmou insemina¢nimu technikovi nebo pfimo chovateli zavisi na fad€ rtiznych Ciniteld. Pti
nedodrzeni presné stanovenych metod miize dojit k poskozeni €i zniCeni Zivotnosti spermii
(LOUDA et al., 2007).

Zmény fyziologickych vlastnosti spermii pifi vystaveni pejety zvySené teploté jsou
kumulativni a je tfeba dbat, aby se zabranilo jakémukoliv zbytecnému vyjmuti pejety z
kapalného dusiku. Kazdou manipulaci (pocitani, pfesun davek mezi kontejnery, atd.) S
insemina¢nimi davkami je tfeba peclivé uvazit, zda zamysleny ukon je nezbytné nutny a

zahrnuje metodicky postup obsluhy (BALL a PETERS, 2004).
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Dalsim dulezitym faktorem pii manipulaci a uchovavani davek je dodrzeni bezpecné
teplotni zony, pfi jejimz naruSeni muize byt nastartovan proces rozmrazovani davky. I
kratkodobé pfechodné vyjmuti inseminacni davky z chladové zony bezpecné teploty znatelné
narusi jeji oplozovaci schopnost (NEBEL et al., 1993).

Pti vkladani nakoupenych inseminacnich davek do kontejneru je nutné oznacit misto
uloZeni jednotlivych goblet - pouzder s inseminac¢nimi ddvkami na drzécich kanystru v
kontejneru 1 v planku plnéni a odbéru davek, ktery slouzi k priibézné orientaci. Planek musi
obsahovat pfesné informace o registrech inseminac¢nich davek, véetné¢ datum vlozeni, odbéru,

podpis insemina¢niho technika (NEBEL et al., 1993).

3.6.1. Poruseni oplozovaci schopnosti insemina¢ni davky

Pti zamyslené manipulaci s inseminac¢nimi davkami ¢i gobletami je nutné nejdiive
zkontrolovat hladinu dusiku v kontejneru. Pfi nizké hladin¢ dusiku dochazi pfi manipulaci s
inseminacnimi ddvkami a jejich zpétném ponoteni do par dusiku, jen k ¢astecnému ochlazeni,
cca 0 -30 az -40 °C (BERNDSTON, 1977).

Ten také uvadi efekt zpétného ponofeni pejety nebo goblety po dobu jedné minuty, za
uéelem zabranéni poruSeni bezpe&né teploty. BERNDSTON (1977) také zjistil, ze zp&tné
ochlazeni inseminaéni davky je zavislé na hladiné dusiku v kontejneru. Cim relativng déle
technik manipuluje s gobletou, ¢i insemina¢ni davkou nad zoénou bezpe¢né teploty, tim déle
musi zpétné nechat gobletu chladit ponofenou v parach nad hladinou, nebo ponoifenou do
tekutého dusiku. Doba manipulace v hrdle kontejneru mé byt vSak vzdy co nejkratsi,
maximalné do 1 minuty. Po 1 minuté v hrdle se musi gobleta okamzité ponofit alespon na 10
sec. zpét do dusiku.

Znaky poruSenosti rozmrazené a opétovné zmrazené inseminacni davky jsou patrné na
prvni pohled nejen na povrchu pejety, ktera je obalend jinovatkou ¢i ledem. Pejety mohou byt
i vzajemn¢ spojené v dusledku pfimrznuti a je velice obtizné je jednotlivé vyjmout z goblety.
Jednim z mnoha dalsich znakti mohou byt nesymetrické kruhové a podéIné praskliny, vydut
uprostied pejety, nebo sedimentace spermii v dolni poloviné pejety (LOUDA et al., 2007).

Inseminacni davka vyjmutd z kontejneru a ponechana pii venkovni teploté mize
ztratit svoji oplozovaci schopnost jiz po 10 sec, nejdéle vsak do 30 sec., dochazi k

nastartovani procesu rozmrazeni. Spolu s opétovnym ponofenim do dusiku dochazi k jeho
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neodbornému zmrazeni a Castecnému poskozeni oplozovaci schopnosti. S kazdym dalSim

opakovanim tohoto procesu ztraci sperma svoji oplozovaci schopnost (LOUDA et al., 2007).
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4. METODIKA A POUZITY MATERIAL

4.1. Odebirani byci

K pokustim byli vybrani 4 fertilni byci riznych plemen, chovani na ISB Natural, s. r.
0. vV HradiStku pod Mednikem, s moZnosti napajeni ad libitum, denni krmna davka byla: 10 kg
sena, 5 kg slamy, 0,5 kg sojového Srotu, 3 kg smési Sroth (1/3 oves, 1/3 pSenice, 1/3 jeCmen) a
0,1 kg minerdlni krmné smési (Premin 22 Natural, VVS Verméfovice, Ceska republika).
Odbér ejakulatu a vyroba davek probihala v obdobi od 1. 12. 2008 do 6. 4. 2009. Byci byli
jedenkrat tydné odebirani standardni metodou do umélé vaginy. Celkem bylo pro pokus
pouzito 20 vzorki ejakulati od kazdého byka.
1. KANTOR, NEA 665, narozen 20. 6. 2007, Holstynské plemeno — pouzito 160
inseminacnich davek.
2. KARTAGO, ZBA 341, narozen 21. 4. 2002, plemeno Blonde d’Aquitaine — pouzito
160 inseminacnich davek.
3. LUM, HRF 316, narozen 26. 3. 2003, plemeno Hereford — pouzito 160 insemina¢nich
davek.
4. PORTHOS, ZAA 678, narozen 8. 4. 2007, plemeno Aberdeen Angus — pouzito 160

inseminacnich davek.

4.2. Pouzita redidla

V tomto projektu byla pouzita &tyfi komeréné vyrabéna fedidla: AndroMed®,
Bioxcell®, Triladyl®, Optidyl®, od riznych zahrani¢nich firem — Minitiibe Zz Némecka, IMV
Technologies z Francie a BIO — VET z Francie.

AndroMed® je bezzloutkové fedidlo obsahujici rostlinné fosfolipidy, TRIS, kyselinu
citrobnovou, cukry, antioxidanty, pufry, glycerol a redestilovanou vodu. Standardni verze
obsahuje antibiotika podle Smérnice ES 88/407 (Tylosin, Gentamicin, Spektinomycin,
Linkomycin). Firma Minitiibe Germany je vyrobcem tohoto fedidla. Redidlem Andromed®

bylo natedéno 160 insemina¢nich davek z 640.
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Bioxcell® je tedidlo neobsahujici zivoCisné bilkoviny (vajeény Zloutek, kravské
mléko). Obsahuje antibiotika Linkomycin, Spektinomycin, Gentamicin a Tylosin. Vyrobcem
je firma IMV Technologies z Francie. Timto fedidlem bylo nafedéno 160 davek z 640.

Triladyl® je fedidlo na bazi vaje¢ného zloutku, obsahuje TRIS, kyselinu citronovou,
cukr, pufry, glycerol, redestilovanou vodu a antibiotika podle smérnice EU 88/407 (Tylosin,
Gentamicin, Spektinomycin, Linkomycin). Toto fedidlo vyrabi firma Minitiibe z Némecka.
Triladylem® bylo nafedéno 160 inseminacnich davek z 640 pouzitych.

Optidyl® obsahuje ionizovany vajeény zloutek, glycerol, TRIS a antibiotika dle
Smérnice EU No 88/407 Streptomycin, Penicilin, Linkomycin, Spektinomycin. Toto fedidlo
vyrabi firma BIO — VET z Francie. Redidlo Optidyl® bylo pouZito k nafedéni 160

inseminacnich davek z celkovych 640.

4.3. Meteorologicka data

Data pouzitd pro vyzkum byla dodana z Ceského hydrometeorologického ustavu
sidliciho v Komofanech. Vysledna méfeni byla z obdobi 1. 12. 2008 do 6. 4. 2009 a byla
ziskana ze zaznami meteorologickych stanic Praha - Libu§ (PIPLIBO1) a Netvofice
(P3NETVO01), které se nachazeji nejblize k sidlu spole¢nosti Natural, s. r. o. v HradiStku pod
Mednikem. Sledované faktory byly nésledujici — terminova teplota vzduchu, primérna
rychlost vétru, rychlost, smér, a ¢as maximalniho narazu vétru, relativni vlhkost vzduchu, tlak

vodni pary, pocet hodin slune¢niho svitu, tlak vzduchu a denni uhrn srazek.

4.4. Odbér a zpracovani ejakulatu

V obdobi od 20.11.2008 do 6.4.2009 byl kazdy z bykd odebiran standardnim
zpusobem — ejakulaci do umélé vaginy. Od kazdého z odebiranych bykt bylo ziskano 20
vzorkl ejakulatd, které spliiovaly zakladni vstupni kritéria a pozadavky nutné pro naslednou
kryokonzervaci.

Zékladni vstupni hodnoceni dle standardni metodiky insemina¢ni stanice bylo
provedeno fadné proSkolenym personalem vV laboratofich firmy Natural, s.r.0. Nativni

ejakulaty byly vizualné zkontrolovany a zhodnoceny na pfitomnost nezddoucich piimési, ¢i
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kontaminujicich latek, kterymi mohou byt vlasy, stolice nebo krev. Byl také senzoricky
zhodnocen zapach ejakuldtu. Hustota odebraného ejakulatu byla zméfena na fotometru
(SPEKOL 11, Ceska republika). Na automatické digitdlni véze znacky Scout Pro (firma
OHAUS®, USA) bylo stanoveno mnozstvi ejakulatu. Subjektivni metodou pomoci
mikroskopu (MEOPTA, Ceska republika) s fizovym kontrastem byla stanovena aktivita
spermii. Pro dal$i zpracovani byl vyuzit pouze ejakulat o minimalni hustoté 0,7 X 10° v mm®
s aktivitou (pfimocary pohyb vpied za hlavickou) nejméné 70 %.

Vzorky spermatu, které byly hodnoceny pozitivné, byly rovnomérné rozdéleny
pomoci sterilni pipety na ¢tyfi dily do sterilnich zkumavek pfedem piedehiatych na 38 °C. Do
téchto zkumavek s jednotlivymi vzorky ejakulat bylo sterilni injekéni stfikackou pifeneseno
predem urcené mnozstvi fedidla, aby vysledna koncentrace byla 10 000 aktivnich spermii
VvV inseminacni davce. Zkumavky byly nasledné uzavieny vysterilizovanym vickem. Poté
nasledoval standardni postup vyroby insemina¢ni davky. Po cca 10 minutovém promiseni byl
ziedény ejakulat naplnén do 0,25 ml pejet, tyto poté zchlazovany na teplotu 4 °C a
ekvilibrovany po dobu 90 minut pfed samotnym mrazenim. Nasledovala standardni metoda
pozvolného zmrazovani v automatickém mrazicim boxu (Digitcool od firmy IMV
Technologies, Francie) na teplotu —105 °C. Davky byly uloZeny v kontejnerech s tekutym
dusikem pfti teploté —196 °C.

4.5. Termodynamicky test

Termodynamicky test je hojné¢ vyuzivand metoda, kterou se hodnoti pokles aktivity
spermii v ¢ase. Inseminac¢ni davky vyrobené z posuzovaného spermatu byly rozmrazeny ve
vodni lazni pfti teploté 39°C (38°C - 40 °C) po dobu 30 vtefin.

Poté byly pejety osuSeny sterilni buni¢inou, byl odstfihnut zataveny horni konec a
byly vlozeny do sterilnich zkumavek s 1,5 ml fyziologického roztoku (0,9 % NaCl, pH 6,8).

Inkubace probihala v suchém termostatu (Thermo — block, FALC®, Italie) pfi teploté
38 °C. Aktivita byla hodnocena subjektivné pomoci mikroskopu (Nikon® Eclipse E200,
Japonsko) s fazovym kontrastem, opatienym vyhtevnou destickou (teplota 38 °C + 1 °C), pfi

zvetSeni 200x v 30 minutovych intervalech.
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Motilita byla hodnocena vzdy ze 3 zornych poli a odhadem se stanovilo procentické
zastoupeni spermii, které vykazovaly rychly ptimocary pohyb vpied za hlavickou. Aktivita
byla hodnocena v péti ¢asech, aby bylo zjisténo, jak dlouho po rozmrazeni bude zachovana
aktivita spermii. Prvni hodnoceni probéhlo ihned po rozmrazeni inseminaéni davky a vlozeni
do zkumavky ve vodni lazni (¢as t0). Druhé hodnoceni probéhlo po 30 minutach (¢as t30).
Tieti hodnoceni probéhlo v ¢ase 60 min. od rozmrazeni (¢as t60), ¢tvrté hodnoceni v ¢ase 90
min. od rozmrazeni (Cas t90) a posledni hodnoceni ejakulatu probéhlo po 120 min. od

rozmrazeni (¢as t120).

4.6. Statistické zpracovani vysledki

Veskeré udaje byly postupné zaznamenavany do pocitace, do programu Microsoft
Office Excel 2007. Takto byly pfipraveny pro statistické hodnoceni, spole¢né
S meteorologickymi daty.

Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit program SAS 9.3 (SAS/STAT® 9.3, 2011). Pro
stanoveni zakladnich parametrti soubort byly vyuzity procedury MEANS a UNIVARIATE.
Vztahy mezi vybranymi indikéatory byly posuzovany pomoci korelacnich koeficientli, které
byly vypocteny pomoci procedury CORR. Pii vybéru vhodného modelu hodnoceni danych
ukazatelll byla vyuzita procedura REG, metoda STEPWISE. Pro hodnoceni rozdilu mezi
jednotlivymi sledovanymi proménnymi byla pouzita procedura MIXED, s naslednym

detailnim vyhodnocenim pomoci Tukey — Kramerova testu.

4.6.1. Modelova rovnice pro hodnoceni zikladnich parametri

nativniho ejakulatu (model 1)

Yijum=p + aj + bj + ¢, + d; + b*(teplota) + €jjium

kde:
Yijkim- hodnoty zavisle proménné (mnoZstvi ejakulatu v g, koncentrace spermii v ejakulatu
v 10°/mm?®, aktivita spermii po odbéru v %),

n — obecna hodnota zéavisle proménné,
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ai — fixniefekt byka (i=1,n=20;1=2,n=20;1=3,n=20;1=4,n=20),

b; — fixni efekt pofadi skoku (j = 1 - prvni, n = 35; j = 2 - druhy, n = 30; j = 3 — dvojskok, n =
15),

Ck — fixni efekt skupiny relativni vlhkosti (k = 1 (<76,05 %), n = 27: k = 2 (76,05 - 84,72 %),
n=22; k=3(>84,72 %), n = 31),

d; — fixni efekt skupiny tlaku vzduchu (k = 1 (<972,49 kPa), n = 26; k = 2 (972,49 - 982,84
kPa), n = 29; k =3 (>982,84 kPa), n = 25),

b (teplota) — regrese na teplotu v ¢ase 7:00,

€ijkim — nahodna rezidudalni chyba.

4.6.2. Modelova rovnice pro hodnoceni kvality inseminacnich

davek pii termodynamickém testu (model 2)
yijk|=u+ai+bj+ck+b(M*K*A)+eijk|

kde:

Yiji- hodnoty zavisle proménné (aktivita spermii po rozmrazeni insemina¢ni davky v case 0,
30, 60, 90 a 120 min. kratkodobého tepelného testu piezitelnosti spermii v %),

|t — obecna hodnota zavislé proménné,

a; — fixni efekt byka (i=1,n=160;1=2,n=160;1=3,n=160; i=4, n=160),

b; — fixni efekt skoku (j=1 - prvni, n =283; j = 2 - druhy, n=237; j = 3 — dvojskok, n=120),
ck — fixni efekt fedidla (k =1, n =160; k =2, n = 160; k = 3, n = 160; k = 4, n = 160),
b(M*K*A) — regrese na interakci mnozstvi, hustoty a aktivity ¢erstvého ejakulatu,

€iji — ndhodnd rezidualni chyba.
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4.7. Statisticka prukaznost

Vlivy jednotlivych sledovanych faktorta byly hodnoceny dle pfislusnych linearnich
modelt. V zavislosti na vybranych faktorech byly hodnoceny rozdily ve zkoumanych
ukazatelich na hlading statistické prukaznosti:

P < 0,05 statisticky vyznamny rozdil — 95 %
P < 0,01 statisticky vysoce vyznamny rozdil — 99 %
P < 0,001 statisticky velmi vysoce vyznamny rozdil — 99,9 %
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5. VYSLEDKY

5.1. Zakladni statistické charakteristiky

V Tabulce 1 jsou uvedeny zakladni statistické charakteristiky hodnocenych ukazateli.
Priimérné potadi skoku bylo 1,75. Byci byli odebirani jednou, maximaln€ dvakrat za den,
anebo byly oba skoky smichany dohromady. Primérné mnozstvi odebranych ejakulatti bylo
4,83 g v rozpéti od 1,30 do 10,60 g. Primérnd koncentrace spermii v ejakulatu byla 1,21 x
Aktivita spermii po odbéru byla v priméru 79,70 % v rozpéti 70 — 90 %. Pramérna aktivita
spermii v ¢ase 0 dosahla 47,38 %. Aktivita spermii v ¢ase 30 byla pramérné 43,43 %.
Priimérna aktivita spermii v Case 60 byla 36,75 %. Primérna aktivita spermii v ¢ase 90 byla
29,34 % a v case 120 byla 22,90 %.

Priimérna rychlost vétru byla 2,57 m/s v rozmezi 0 m/s — 9,70 m/s. Primérna rychlost
maximalniho narazu vétru dosahla 9,32 m/s v rozmezi 3,70 m/s az 21,90 m/s. Primérna
hodnota sméru maximalniho narazu vétru byla 206,70 m/s v rozpéti 75,00 m/s az 337,00 m/s.
Relativni vlhkost vzduchu byla primérné¢ 80,38 %, minimalni vlhkost vzduchu 62 % a
maximalni 97 %. Primérné hodnoty pro tlak vodni pary byly 5,43 hPa v rozmezi 2,10 hPa az
11,10 hPa.

Pramérny pocet hodin sluneéniho svitu byl 1,17 h. Pramérny tlak vzduchu byl 977, 66
hPa. Pramérny denni uhrn srazek byl 1,57 mm, minimalni 0 mm a maximalni denni thrn
srazek 10,50 mm. Pro detailni vyhodnoceni byly pouzity nasledujici ukazatele: tlak vzduchu,
relativni vlhkost vzduchu a terminova teplota v 7:00, protoZze se domnivame, Ze ze vSech

meteorologickych ukazatell jsou tyto zasadni pro prabéh reprodukce.
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Tab. 1. Zakladni statistiky hodnoceného souboru dat

Proménna N x S min. max. S.e.
S 20 1,75 0,75 1,00 3,00 0,03

M 20 4,83 2,15 1,30 10,60 0,08

K 20 1,21 0,39 0,60 2,10 0,02

A 20 79,70 8,59 70,00 95,00 0,34

t0 640 47,38 18,68 0 90,00 0,74
t30 640 43,43 18,55 0 85,00 0,73
t60 640 36,75 18,13 0 80,00 0,72
t90 640 29,34 17,54 0 70,00 0,69
t120 640 22,90 18,06 0 70,00 0,71
TO7 20 -1,95 6,93 -19,00 8,00 0,27
T14 20 2,49 5,00 -7,60 19,20 0,20
T21 20 -0,23 5,05 -14,80 12,00 0,20
Vprum 20 2,57 2,03 0 9,70 0,08
Vmax 20 9,32 4,11 3,70 21,90 0,16
VSmax 20 206,70 67,66 75,00 337,00 2,67
Vlhkost 20 80,38 8,67 62,00 97,00 0,34
Tlak VP 20 5,43 1,89 2,10 11,10 0,07
SSV 20 1,17 2,24 0 7,70 0,09
Tlak 20 977,66 10,36 950,00 994,00 0,41
SRA 20 1,57 2,79 0 10,50 0,11

Vysvétlivky: S — potadi skoku plemenného byka v den odbéru; M — mnoZzstvi odebraného
ejakulatu v g; K - koncentrace spermii v ejakulatu v 10%/mm?®; A — aktivita spermii po odb&ru
Vv %; t 0 — 120 - aktivita spermii v ¢ase 0, 30, 60, 90 a 120 min. termodynamického testu
prezitelnosti spermii v %; TO7 — T21 — terminova teplota vzduchu v den odbéru v °C; Vprum
— pramérna rychlost vétru v m/s; Vmax — rychlost maximalniho narazu vétru v m/s; VSmax —
smér maximalniho narazu vétru v m/s; VIhkost — relativni vlhkost vzduchu v %; Tlak VP —
tlak vodni pary v hPa; SSV — pocet hodin sluneéniho svitu v h; Tlak — tlak vzduchu v hPa;

SRA — denni uhrn srazek v mm.
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5.2.  Korela¢ni analyza

V tabulce 2 jsou uvedeny Pearsonovy korela¢ni koeficienty a souvisejici statistické
vyznamnosti mezi hodnocenymi proménnymi.

Mezi bykem versus pofadi skoku plemenného byka vden odbéru, mnozstvim
odebran¢ho ejakuldtu, terminovou teplotou vzduchu (T07, T14, T21), tlakem vodni pary a
poctem hodin slune¢niho svitu byly zjiStény kladné korelacni koeficienty na hlading
vyznamnosti P<0,001. Mezi bykem a koncentraci spermii v ejakuldtu, aktivitou spermii po
odbéru, aktivitou spermii v ¢ase 120 min, Casem maximalniho narazu vétru a tlakem vzduchu
byly zjistény zaporné korelace na hladin¢ vyznamnosti P<0,001.

Mezi bykem a aktivitou spermii v Case t0, t30 a t60 byly zjiStény zaporné korelace na
hladin€ vyznamnosti P<0,05. Mezi bykem a aktivitou spermii v ¢ase t90 byla zjiSténa zaporna
korelace na hladiné vyznamnosti P<0,01.

Mezi bykem a fedidlem, primérnou rychlosti vétru, rychlosti a smérem maximalniho
narazu vétru, relativni vlhkosti vzduchu a dennim thrnem srazek nebyla zjiSténa prukazna
zavislost.

Mezi poradim skoku a mnoZzstvim odebraného ejakulatu, aktivitou spermii v ¢ase t30,
t60, terminovou teplotou vzduchu T07, T14, T21, smérem maximalniho ndrazu vétru a tlakem
vodni pary byly zjistény kladné korelace na hladiné vyznamnosti P<0,001. Mezi potfadim
skoku a koncentraci spermii v ejakulatu, aktivitou spermii po odbéru a relativni vlhkosti
vzduchu byly zjistény zaporné korelace na hladiné vyznamnosti P<0,001. Mezi potadim
skoku a aktivitou spermii v ¢ase t0, rychlosti maximalniho narazu vétru byly zjistény kladné
korelace a mezi poradim skoku a tlakem vzduchu, dennim thrnem srazek zaporné korelace na
hladin€é vyznamnosti P<0,05. Mezi potadim skoku a aktivitou spermii v ¢ase t90 byla zjiSténa
kladn4 korelace na hladiné¢ vyznamnosti P<0,01.

Mezi mnoZstvim odebraného ejakulatu a koncentraci spermii v ejakulatu, tlakem
vzduchu byly zjistény zaporné korelace na hladiné vyznamnosti P<0,001. Mezi mnozstvim
odebraného ejakulatu a terminovou teplotou vzduchu TO07, T14, T21 byly zjiStény kladné
korelace na hladin€ vyznamnosti P<0,001.

Mezi koncentraci spermii v ejakulatu a aktivitou spermii v ¢ase t60, t90 a t120 byly

zjiStény zaporné korelace na hladiné vyznamnosti P<0,001. Mezi koncentraci spermii
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Vv ejakulatu a primérnou rychlosti vétru, rychlosti maximalniho narazu vétru a dennim thrnem
srazek byly zjistény kladné korelace na hladin€ vyznamnosti P<0,001. Mezi koncentraci
spermii v ejakulatu a aktivitou spermii po odbéru, aktivitou spermii v ¢ase t0 byly zjistény
zaporné korelace a mezi koncentraci spermii v ejakulatu a terminovou teplotou vzduchu T21
kladné korelace na hladiné vyznamnosti P<0,05. Mezi koncentraci spermii v ejakulatu a
aktivitou spermii v €ase t30, poctem hodin slune¢niho svitu byly zjiStény zaporné korelace na
hladiné vyznamnosti P<0,01.

Mezi aktivitou spermii po odbéru a aktivitou spermii v €ase t60, t90 a t120 a relativni
vlhkosti vétru byly zjistény korelace kladné na hladiné¢ vyznamnosti P<0,001. Mezi aktivitou
spermii po odbéru a terminovou teplotou vzduchu T14, T21, rychlosti a smérem maximalniho
narazu vétru a poctem hodin slune¢niho svitu byly zjiStény zaporné korelace na hladiné
vyznamnosti P<0,001. Mezi aktivitou spermii po odb€ru a aktivitou spermii v Case t0, t30 a
c¢asem maximalniho narazu vétru byly zjiStény kladné korelace na hladiné vyznamnosti
P<0,01. Mezi aktivitou spermii po odbéru a terminovou teplotou vzduchu TO7, primérnou
rychlosti vétru, tlakem vodni pary, dennim uhrnem srazek byly zjistény zaporné korelace na
hladin€ vyznamnosti P<0,01.

Mezi ftedidlem a potfadim skoku plemenného byka v den odbéru, mnozstvim
odebraného ejakulatu, terminovou teplotou vzduchu (TO07, T14, T21), tlakem vodni pary a
poctem hodin slune¢niho svitu nebyla zjisténa zadné korelacni koeficienty.

Mezi aktivitou spermii v Case t0 a t30, t60, t90 a t120 byly zjistény kladné korelace na
hladiné vyznamnosti P<0,001. Mezi aktivitou spermii v Case t0 a terminovou teplotou
vzduchu T07 byla zjis§téna zaporna korelace na hladin¢ vyznamnosti P<0,001. Mezi aktivitou
spermii v ¢ase t0 a terminovou teplotou vzduchu T21, tlakem vodni pary byla zjiSténa
zaporna korelace na hladin€ vyznamnosti P<0,01.

Mezi aktivitou spermii v ¢ase t30 a t60, t90, t120 byly zjistény kladné korelace na
hladiné vyznamnosti P<0,001. Mezi aktivitou spermii v ¢ase t30 a terminovou teplotou
vzduchu TO7, T21 byly zjistény zaporné korelace na hladiné vyznamnosti P<0,001. Mezi
aktivitou spermii v ¢ase t30 a terminovou teplotou T14, relativni vlhkosti vzduchu byly
zjistény zaporné korelace na hlading€ vyznamnosti P<0,05. Mezi aktivitou spermii v ¢ase t30 a
tlakem vzduchu byla kladna korelace na hladiné vyznamnosti P<0,05. Mezi aktivitou spermii
v ¢ase t30 a tlakem vodni pary byla korelace zapornd, mezi aktivitou spermii v ¢ase t30 a

poctem hodin slune¢niho svitu kladna korelace na hladin€ vyznamnosti P<0,01.
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Mezi aktivitou spermii v ¢ase t60 a t90, t120 byly zjistény kladné korelace na hladiné
vyznamnosti P<0,001. Mezi aktivitou spermii v ¢ase t60 a terminovou teplotou TO07, T21 a
tlakem vodni pary byly zjistény zaporné korelace na hladiné vyznamnosti P<0,001. Mezi
aktivitou spermii v Case t60 a terminovou teplotou vzduchu T14 byla zjisténa zaporna
korelace a mezi aktivitou spermii v ¢ase t60 a poctem hodin slune¢niho svitu, tlakem vzduchu
byly zjistény kladné korelace na hladin¢ vyznamnosti P<0,01.

Mezi aktivitou spermii v ¢ase t90 a t120, po¢tem hodin slune¢niho svitu a tlakem
vzduchu byly zjistény kladné korelace na hladin¢ vyznamnosti P<0,001. Mezi aktivitou
spermii v ¢ase t90 a terminovou teplotou vzduchu T07, T21, tlakem vodni pary byly zjiStény
zaporné korelace na hladiné¢ vyznamnosti P<0,001. Mezi aktivitou spermii v ¢ase t90 a
terminovou teplotou vzduchu T14, rychlosti maximalniho narazu vétru byly zjiStény zdporné
korelace na hladiné vyznamnosti P<0,01. Mezi aktivitou spermii v ¢ase t90 a primérnou
rychlosti vétru byla zjisténa zaporna korelace na hladiné vyznamnosti P<0,05.

Mezi aktivitou spermii v ¢ase t120 a terminovou teplotou vzduchu TO7, T21,
primérnou rychlosti vétru, rychlosti maximalniho narazu vétru a tlakem vodni pary byly
zjistény zaporné korelace na hladiné vyznamnosti P<0,001. Mezi aktivitou spermii v ¢ase
t120 a poctem hodin slune¢niho svitu byla zjisténa kladna korelace na hladin€¢ vyznamnosti
P<0,001. Mezi aktivitou spermii v ¢ase t120 a terminovou teplotou vzduchu T14 byla zjisténa
zaporna korelace a mezi aktivitou spermii v ¢ase 1120 a tlakem vzduchu kladna korelace na
hladiné¢ vyznamnosti P<0,01. Mezi aktivitou spermii v ¢ase t120 a dennim uhrnem srazek

byla zjisténa zaporna korelace na hladin¢ vyznamnosti P<0,05.
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Tab. 2 Pearsonovy korela¢ni koeficienty r a souvisejici statistické vyznamnosti P mezi hodnocenymi proménnymi

S M K A Fed t0 t30 t60 t90 t120 T07 T14 T21 Fprum | Fmax | Dmax | Casmax | H E SSV P SRA
byk | "| 0564| 0,255]| -0,147 | -0510 0-0,092 | -0,083| -0,101 | -0,136 | -0,160 | 0277 | 0327| 0250| -0,017| 0,072| 0,016| -0,156| 0,014 | 0,350 | 0,100 -0,208 | -0,049
| £01001 | 01004 | 0100 | 0004 | 1.000 | P02 | DOGS | OIOH | W | SO0 | SO0 | £0I00% | 0003 | 0672 | 0070| 0.682 | EOWON | o731 |EOW00H | OO | EOI00H | 0.218
s |f 0,464 | 0,409 | 0,193 | 0,007 | 0,097 | 0,132| 0,149| 0,112| 0,071| 0,204| 0,269| 0,167 | 0,062| 0090| 0168 0,010| -0,451| 0,243| 0,034 | 0,084 | -0,095
P €100 | K000 | 01001 | 0,870 | OO | 0004 | <ojooi | WM | 0.072 | 0,004 | S0i00d | KOj004 | o.115| DS | 0001 | 0.9 | KOJO0H | K000 | 0.300 | PEA | DOHE
Mo -0,275 | -0,035 | <0,001 | -0,053 | 0,032 | 0,000| 0,001| 0011| 0308| 0296| 0276| 0,051| 0,038| 0,161| -0,055| -0,023| 0,319 | 0,049 | -0,148 | -0,057
P Eojood | 0,376 | 0999| 0,178 | 0,420 | 0,992 | 0,985 | 0,780 | E0j00d | £0J00 | €000 | 0,195| 0,332 | €000 | 0,167 | 0,558 | E0j00L | 0,216 | 000 | 0,153
K _|' -0,100 | -0,016 | 0,095 | -0,128 | -0,160 | -0,213 | -0,258 | 0,055| 0,046| 0,096| 0273| 0326| -0019| -0,032| -0,054| 0,057 | -0,105| -0,064 | 0,201
P PIoE2 | o693 | @6 | MMM | $0001 | £j000d | £j0001 | 0,166 | 0,244 | [I0H8 | E0j007 | 0001 | 0,624 | 0426| 0.172| 0,151 [N 0,108 | E0j001 |
A | 0,002 | 0113 | 0124| 0,143| 0,188| 0,226 | -0,121| -0,203 | -0,157 | -0,123 | -0,196 | 0,211 | 0,103| 0,218 | -0,120 | -0,145 | 0,050 | -0,123
P o7 | NN | MM | 00000 | Kojooi | Kioood | NN | €001 | <000 | NN | K0io0i | Kojood | NN | Koio0i | NN | 00003 | o208 | NN
fed | " 0,070 | 0,036| 0,006 | 0,004 | -0,004 | 0,003 | -0,003 0| 0,003 0] -0,002| 0,016 | -0,004 0] -0,012| 0,008 | -0,004
P 0,076 | 0,368| 0876| 0,916 0926| 0,933| 0931| 0,991 | 0,934 | 0996| 0967| 0,686| 0914| 0,992| 0,770| 0,837 | 0,924
0 |" 0,925| 0,834| 0,749| 0,648| -0,148 | -0,063 | -0,107 | 0,015| 0,052| 0,064 | -0,033| -0,089| -0,113 | 0,075| 0,044 | 0,032
P E0j001 | Z0j001 | 0001 | <0j00d | £0j001 | 0,113 | M| 0704 | 0192| 0104| 0400 [I624| MM 0058| 0272| 0425
30 | " 0,924| 0,830| 0,727 -0,171| -0,088 | -0,141| -0,018 | -0,001 | 0,055| -0,051| -0,081| -0,134 | 0,104 | 0,087 | 0,013
P K01001 | £0/00 | K000 | K0j00d | PP | 0003 | 0652 0975| oe4| o105 AR | WENN| NN | OB | o751
60 | " 0,923| 0819| -0,173 | -0,105| -0,174 | -0,025 | 0,058 | 0,046 | -0,059| -0,067 | -0,145| 0,129| 0,126 | 0,004
P E0j001 | Z0j001 | Z0j001 | [N | £0j001 | 0,534 | 0142 0241| 0,138 0,090 |0j007 | NN | BEEN | 0.29
90 | " 0,924 | -0,191| 0,113 | -0,199 | -0,083 | -0,112 | 0,029 | -0,057 | -0,035| -0,156 | 0,169 | 0,151 | -0,025
P <0,001 NN 20001 | 0637 | MMM | 0.460| 0,149 0,380 | E0J00d | E0j001 | 0j001 | 0,527
t120] " -0,184 | 0,123 | -0,216 | -0,145| -0,181 | 0,017 | -0,062| 0,013| -0,163| 0,203 | 0,125 -0,082
i Z0j001 | [N | %0107 | Z0/00d | %0001 | 0.665| 0,119| 0,746 | E0/001 | %0007 | MENN | 0080

Vysvétlivky: S — potadi skoku plemenného byka v den odbéru; M — mnozstvi odebraného ejakulatu v g; K - koncentrace spermii v ejakulatu v 10%mm? A — aktivita
spermii po odbéru v %; fed — vliv pouzitého fedidla; t 0 — 120 - aktivita spermii v ¢ase 0, 30, 60, 90 a 120 min. termodynamického testu preZitelnosti spermii v %; TO7 — T21
— terminova teplota vzduchu v den odbéru v °C; Vprum — primérna rychlost vétru m/s; Vmax — rychlost maximalniho narazu vétru v m/s; VSmax — smér maximalniho narazu
vétru v m/s; VIhkost — relativni vlhkost vzduchu v %; Tlak VP — tlak vodni pary v hPa; SSV — pocet hodin slune¢niho svitu v h; Tlak — tlak vzduchu v hPa; SRA — denni thrn

srazek v mm.
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Zelené — korelace na hladiné vyznamnosti P<0,001
Modré — korelace na hladiné vyznamnosti P<0,01
Cervené — korelace na hlading vyznamnosti P<0,05

Prazdné — korelace neni, bez zavislosti

5.3. Vysledky procedury MIXED pro vyhodnoceni ukazateli

nativniho ejakulatu

Prikaznosti vlivu jednotlivych faktord modelu 1 jsou uvedeny v tabulce 3. Koeficient
determinace se pohyboval vrozmezi 0,40 — 0,69. To znamena, ze modelova rovnice
vysvétlovala 40 — 69 % proménlivosti. VSechny efekty v modelové rovnici byly pro mnozstvi
ejakulatu, koncentraci spermii v ejakulatu a aktivitu spermii v ejakulatu statisticky prukazné
(P<0,05-0,001). Vztahy mezi sledovanymi faktory (byk, skok, vlhkost vzduchu, tlak
vzduchu, terminova teplota v 7:00) a jednotlivymi ukazateli (mnozstvi, koncentrace, aktivita),
byly determinovany, dle vySe uvedené modelové rovnice (viz. 4.6.1 modelova rovnice pro
hodnoceni zakladnich parametrti nativniho ejakulatu).

Vliv byka, potadi skoku a relativni vlhkosti vzduchu na sledované ukazatele
(mnozstvi, koncentrace, aktivita) byl statisticky velmi vysoce vyznamny (P<0,001). Vliv tlaku
vzduchu na mnozstvi ejakulatu a aktivitu spermii byl statisticky vysoce vyznamny (P<0,001),
na koncentraci spermii V ejakulatu byl vliv tlaku vzduchu vyznamny (P<0,05). Vliv terminové
teploty vzduchu v 7:00 na mnozstvi a koncentraci spermii v ejakulatu byl velmi vysoce
statisticky vyznamny (P<0,001). U vlivu terminové teploty v 7:00 na aktivitu spermii byla

prokazana statisticka vyznamnost (P<0,05).
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Tab. 3. Priukaznost vlivu jednotlivych faktori modelu 1

UKAZAT |_MODEL _ Byk _ S FVIhkost _ Tlak _ To7

EL - - - - -
2] P test Pl test Pl test | P Jtest| P |test| P

" 06 | <0,00 [ o5 5o | <0.00 [ 1803 <0,00 | 28,8 [ <0,00 [ 136 | <0,00 [ 47,7 | <0,00
9 1 ' 1 7 1 9 1 6 1 4 1
0.4 | <0,00 <0,00 <0,00 | 10,0 | <0,00 274 | <0.00

K 5 | 4888 | <N [ 2828 [ < 5 1| 407 | o018 | 7y .
05 | <0,00 | 168.9 | <0,00 <0,00 | 15,6 | <0,00 <0,00

A ; . s 2935 | < ) | 738 [ | 428 [ 0,089

Vysvétlivky: M — mnozstvi ejakulatu v ¢; K - koncentrace spermii v ejakulatu v 10%/mm?; A —
aktivita spermii po odbéru v %; Byk — vliv byka; S — vliv potadi skoku plemenného byka;
Vlhkost — vliv relativni vlhkosti vzduchu v den odbéru v %; Tlak — vliv tlak vzduchu v den

odbéru v hPa; TO7 — vliv terminové teploty vzduchu v den odbéru v 7:00 hod. v °C.

5.4. Vysledky vlivu byka, poradi skoku, relativni vlhkosti
vzduchu a tlaku vzduchu na mnoZstvi ejakulatu,

koncentraci spermii v ejakulatu a aktivitu spermii

V tabulce 4 jsou uvedeny vysledky vlivu byka, pofadi skoku, relativni vlhkosti
vzduchu a tlaku vzduchu na mnozstvi ejakulatu, koncentraci spermii v ejakulatu a aktivitu

spermii.

54.1. Vliv byka

Nejvyssi hodnoty mnozstvi ejakulatu (6,59 g) byly naméfeny u byka ¢. 1, ktery
vykazoval statisticky vysoce vyznamny rozdil (P<0,01) oproti bykovi €. 2 (5,69 @), bykovi ¢&.
3 (4,67 g) a bykovi ¢. 4 (4,89 g). Mezi mnozstvim ejakulatu u byka ¢. 2 a byka ¢. 3 byl zjistén
taktéz statisticky vysoce vyznamny rozdil (P<0,01). Pro hodnoty namétené mezi bykem ¢. 2 a
¢. 4 byl zjistén statisticky vyznamny rozdil (P<0,05).

Pii méfeni koncentrace spermii v ejakuldtu vykazoval nejvy$$i hodnoty (1,46 x
10%/mm?®) byk & 3. Oproti hodnotam (1,11 x 10%/mm?®) naméfenych u byka ¢&. 1, vykazovali
byci €. 2, €. 3 a ¢&. 4 statisticky vysoce vyznamny rozdil (P<0,01). V koncentraci ejakulatu
mezi byky ¢&. 2 (1,28 x 10°/mm®? a bykem &. 3 (1,46 x 10°/mm?®) byl zjistén statisticky stiedné
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vyznamny rozdil (P<0,01). Stejné tak i mezi bykem &. 2 (1,28 x 10°/mm?®) a bykem ¢&. 4 (0,90
x 10°/mm®). V koncentraci ejakulatu mezi bykem ¢&. 3 (1,46 x 10mm®) a bykem ¢&. 4 (0,90 x
10%/mm?® ) byl také zaznamenan statisticky vysoce vyznamny rozdil (P<0,01).

pak (74,78 %) byk ¢. 2. Statisticky vysoce vyznamné rozdily (P<0,001) byly naméfeny u
aktivity spermii mezi bykem ¢. 1 (89,1 %), bykem ¢. 2 (74,78 %), bykem ¢. 3 (77,09 %) a
bykem ¢. 4 (76,75 %). Statisticky vysoce vyznamné rozdily (P<0,001) byly také naméfeny
mezi bykem ¢. 2 (74,78 %) a bykem ¢. 3 (77,09 %).

5.4.2. VIliv poradi skoku

Nejveétsi mnozstvi ejakulatu (8,37 g) v zavislosti na potfadi skoku bylo naméteno u
skoky mezi sebou vykazovaly statisticky vysoce vyznamny rozdil (P<0,01).

Pro koncentraci spermii byl naméfen nejvy3si vysledek (1,33 x 10%/mm?) pii skoku ¢&.
1, ten taky vykazoval statisticky vysoce vyznamny rozdil (P<0,01) oproti skoku ¢. 2 (1,12 X
10%/mm®) a dvojskoku (&. 3; 1,12 x 108/mm?).

Nejvyssi aktivita spermii (82,23 %) byla namétfena pii skoku €. 2, ktery vykazoval
statisticky vysoce vyznamny rozdil (P < 0,001) oproti skoku ¢. 1 (78,24 %) a dvojskoku (¢. 3;
77,82 %).

5.4.3. Vliv relativni vlhkosti vzduchu

Nejpozitivnéjsi vliv na mnozstvi ejakulatu (5,99 g) méla vlhkost vzduchu ¢. 2 (76,05 —
84,72 %), nejhorsich vysledkt (4,97 g) dosahla vlhkost ¢. 1 (<76,05 %). Byl prokazan
staticky vysoce vyznamny rozdil (P<0,01) mezi vSemi namé&fenymi hodnotami mnozstvi
ejakulatu.

Pokud se tykd hustoty ejakulatu, nejvysSich hodnot dosdhla pii relativni vlhkosti
vzduchu & 1 (1,26 x 10%mm?®), nejhorsi pak pii relativni vlhkosti vzduchu & 3 (1,12 x
10°/mm®). Mezi hustotou ejakulatu s hodnotou (1,26 x 10%/mm?®) a hustotou ejakulatu (1,12 x
10%/mm?®) byl zjistén statisticky vysoce vyznamny rozdil (P<0,01).

Naproti tomu nejvys$si aktivita spermii (81,31 %) byla nameétena u relativni vlhkosti

vzduchu ¢. 3 (>84,72 %). Byl naméfen statisticky vysoce vyznamny rozdil (P<0,01) mezi
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aktivitou spermii (78,07 %) a druhou aktivitou spermii (78,91 %). Byl zjistén statisticky
vysoce vyznamny rozdil (P<0,01) mezi aktivitou spermii ¢. 2 (78,91 %) a aktivitou ¢. 3 (81,31
%).

5.4.4. Vliv tlaku vzduchu

Nejvyssi hodnoty pro mnozstvi ejakulatu (5,75 g) byly naméfeny u tlaku vzduchu ¢. 2
(972,49 - 982,84 hPa). Statisticky vysoce vyznamny rozdil (P<0,01) byl naméfen mezi
mnozstvim ejakulatu u skupiny tlaku vzduchu ¢. 1 (5,59 g) a skupiny ¢. 3 (5,04 g) resp. mezi
skupinou tlaku vzduchu ¢. 2 (5,75 g) a ¢. 3 (5,04 g).

Pro hustotu byly nejvy3si hodnoty (1,24 x 108/mm?®) naméfeny u skupiny podle tlaku
vzduchu ¢. 3 (>982,84 hPa). Statisticky vyznamny rozdil (P<0,05) naméfen pouze mezi
hustotou ejakulatu u skupiny podle tlaku vzduchu &. 2 (1,14 x 10%mm?®) a ejakulatem u
skupiny &. 3 (1,24 x 10°/mm®).

Pro aktivitu spermii byly nejvys$si hodnoty (80,84 %) naméieny u skupiny podle tlaku
vzduchu ¢. 1. (<972,49 hPa). Byl zjistén statisticky vysoce vyznamny rozdil (P<0,01) mezi
aktivitou spermii u skupiny ¢. 1 (80,84 %) a ¢. 3 (78,29 %), resp. statisticky vyznamny rozdil
(P<0,05) mezi aktivitou spermii u skupiny ¢. 1 (80,84%) a skupiny ¢. 2 (79,17%).
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Tab. 4. Vliv byka, poradi skoku, relativni vlhkosti vzduchu a tlaku vzduchu na mnozstvi

ejakulatu, koncentraci spermii v ejakulatu a aktivitu spermii.

proménna urovné M K A
LSM + SE LSM + SE LSM = SE

Byk 1 6,59 £0,125"% | 1,11+0,031" | 89,10+ 0,625"
2 5,69+ 0,123 [ 1,28 +0,0315% | 74,78 +0,615°°
3 4,67+ 0,129°° | 1,46 + 0,033 | 77,09 + 0,646°°

4 4,89 +0,139°° | 0,90 £ 0,035°°F | 76,75 £ 0,693°

Skok 1 4,37 +0,088" | 1,33+0,022" | 78,24 +0,442"
2 3,64 +0,088%% | 1,12+0,022° | 82,23 +0,438%°

3 8,37 +0,202°° | 1,12+0,051° | 77,82 +1,010°

VIhkost 1 (<76,05) 4,97+0,088" | 1,26+0,022" | 78,07 +0,441"
2 (76,05-84,72) | 5,99+0,098°° | 1,19+0,025 |78,91+0,491°¢

3 (>84,72) 5,42 +0,099°° | 1,12+0,025° | 81,31 +0,497°

Tlak 1 (<972,49) 5,59 +0,095" 1,19+ 0,024 | 80,84 + 0,473
2(972,49-982.84) | 5,75+0,100° | 1,14+0,025% | 79,17 +0,501°

3 (>982,84) 5,04+0,097°° | 1,24+0,025" | 78,29 +0,487"

Vysvétlivky: Byk 1 - KANTOR, NEA 665; Byk 2 - LUM, HRF 316; Byk 3 - KARTAGO,
ZBA 341; Byk 4 - PORTHOS, ZAA 678; Skok 1 — prvni skok v den odbéru; Skok 2 — druhy
skok v den odbéru; Skok 3 — dvojskok (prvni a druhy skok vden odbéru smichany
dohromady); VIhkost — relativni vlhkost vzduchu v den odbéru v %; Tlak — tlak vzduchu
vden odbéru vhPa; M — mnozstvi ejakulatu v g; K - koncentrace spermii v ejakulatu
\Y} 106/mm3; A — aktivita spermii po odbéru v %; A-B; C-D; E-F = prukaznost na hladin¢
vyznamnosti P<0,01; a-b;c-d = <0,05
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5.5. Vysledky procedury MIXED pro hodnoceni

zmrazeného/rozmrazeného ejakulatu

Vztahy mezi sledovanymi faktory (byk, skok, fedidlo, objem, hustota, aktivita) a
jednotlivymi ukazateli (vysledky termodynamického testu piezitelnosti t0 — t120), byly
determinovany dle vySe uvedené modelové rovnice (viz 4.6.2. Modelova rovnice pro
hodnoceni insemina¢nich davek pifi termodynamickém testu). Vysledky jsou uvedeny
v tabulce 5.

Koeficient determinace se pohyboval vrozmezi 0,09 — 0,14. To znamena, ze
modelova rovnice vysvétlovala 9 — 14 % proménlivosti. Vsechny efekty v modelové rovnici
byly statisticky prukazné (P<0,05-0,001) pro vysledky termodynamického testu piezitelnosti
spermii.

Vliv byka na sledované ukazatele (t0 — t120) byl statisticky velmi vysoce vyznamny
(P<0,001). Vliv pofadi skoku na t0 — t90 byl taktéz statisticky velmi vysoce vyznamny
(P<0,001). Vliv fedidla nebyl zjistén na ukazatele t90 a t120 (P>0,05), na ukazatele t0 byl
jeho vliv statisticky vysoce vyznamny (P<0,01), na ukazatele t30 byl statisticky velmi vysoce
vyznamny (P<0,001) a na ukazatele t60 byl vliv statisticky vyznamny (P<0,05). VIiv regrese
na interakci mnozstvi odebraného ejakulatu, koncentrace spermii v ejakulatu a aktivity
spermii po odbéru byl statisticky velmi vysoce vyznamny (P<0,001) na ukazatele t0, t60, t90
a 1120, na ukazatele t30 statisticky vysoce vyznamny (P<0,01).

Tab. 5. Prikaznost vlivu jednotlivych faktori modelu 2

MODEL Byk S Redidlo M*K*A
UKAZATEL| r2 P F-test P F-test P F-test| P |F-test P
t0 0,09| <0,001(6,76 | <0,001(10,94 | <0,001|5,24 |0,002|9,19 | <0,001

t30 0,10] <0,001|8,56 | <0,001|14,92 | <0,001|5,26 |0,001|8,36 |0,004

t60 0,11| <0,001 14,33 | <0,001|14,76 | <0,001|2,79 |0,04010,60 |0,001

t90 0,13]| <0,001|22,03 | <0,001|9,51 | <0,001|1,27 |0,285|17,34 | <0,001

1120 0,14| <0,001|24,84 | <0,001|5,48 |0,004 |1,15 |0,329|18,60 | <0,001

Vysvétlivky: Byk — vliv byka; S — vliv potadi skoku plemenného byka v den odbéru; Redidlo
— vliv pouzitého tfedidla; M*K*A — regrese na interakci mnozstvi, koncentrace a aktivity
cerstvého ejakuldtu; t0 — 120 - aktivita spermii v case 0, 30, 60, 90 a 120 min.

termodynamického testu prezitelnosti spermii v %.
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5.6. Vliv proménnych hodnot — byka, skoku a Fedidla na
aktivitu spermii v pribéhu termodynamického testu

preZitelnosti spermii

Byl sledovan vliv jednotlivych proménnych (byk, skok, fedidlo) na aktivitu spermii po

rozmrazeni v uritém Case, vysledky jsou uvedeny v tabulce 6.

5.6.1. Vliv byka

Byk ¢. 1 mél ve vSech casech (t0 — 54,45 %, t30 — 50,83 %, t60 — 46,44%, t90 —
39,94%, t120 — 34,44%) nejlepsi prezitelnost spermii oproti bykim ¢. 2, ¢. 3 a ¢. 4.
S rostoucim ¢asem (t0 — t120) klesaly pro jednotlivé byky hodnoty ptezitelnosti. Mezi bykem
¢. 1 abyky ¢. 2 a ¢. 3 byl zjistén statisticky vysoce vyznamny rozdil (P<0,01) ve vSech casech
(t0 —t120). V case t0 a t30 byl zjistén statisticky vysoce vyznamny rozdil (P<0,01) mezi byky
¢. 1 (t0 — 54,45 %, t30 — 50,83 %) a ¢. 4 (t0 — 45,22 %, t30 — 42,29 %), pro které byl také
zjistén statisticky vysoce vyznamny rozdil (P<0,01) v ¢asech t60, t90 a t120. Prikazné
nejhorsi hodnoty piezitelnosti spermii pfitom vykazoval byk ¢. 3 a to ve vSech Casech (t30 —
41,11 %, t60 — 34,15 %, t90 — 25,29 %, t120 — 18,65 %), kromé t0, kdy nejnizsi hodnoty byly

naméfeny u byka €. 4. a to 45,22 % ptezivSich spermii.

5.6.2. Vliv skoku

v w7

%)V Case t120 u skoku ¢. 1. Statisticky vysoce vyznamné rozdily (P<0,01) byly naméfeny
mezi skoky €. 1 a ¢. 2 v casech (t0, t30, t60 a t90) a mezi skoky ¢. 1 a ¢. 3 v ¢ase t60.
Statisticky vyznamné rozdily (P<0,05) pak byly prokazany mezi skoky ¢. 1 a €. 3 v ase t90 a

mezi skoky €. 1 a €. 2 v ¢ase t120.
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5.6.3. Vliv redidla
Nejlepsi hodnoty piezitelnosti (51,68 %) byly naméteny v Case tO pro ftedidlo
Optidyl®, nejhorsi pak (21,92 %) v ¢ase t120 pro fedidlo Bioxcell®. Byly zjistény statisticky
vysoce vyznamné rozdily (P<0,01) mezi fedidlem Bioxcell® a Optidyl® v ¢asech t0 a t30.
Byly zjistény statisticky vysoce vyznamné rozdily (P<0,01) mezi fedidlem Andromed® a
Bioxcell® v case t30. Statisticky vyznamné rozdily (P<0,05) byly naméfeny mezi fedidlem
Andromed® a Bioxcell® v case t0 a t60.

Tab. 6. Vliv byka, skoku a Fedidla na aktivitu spermii v pribéhu termodynamického

testu prezitelnosti spermii

t0 t30 t60 t90 120

proménna | irovné LSM £ SE LSM £ SE LSM £ SE LSM £ SE LSM =+ SE
1]54,45+1,913*  [50,83 +1,883"%  |46,44 +1,834" 39,94+ 1,761" |34,44+1,814"
247,09 + 1,7948 42,77 + 1,765 36,69+ 1,7198 27,82 +1,651% [20,76 +1,701®
3145,99 +1,7978 41,11 +1,7698 34,15+£1,7228 25,294+ 1,654% |18,65+ 1,704°
Byk 414522 +1,998° 42,29 +1,967° 34,86+1,915°  |28,14+1,839% |21,27+1,895°
143,26 +1,196* 38,79 +1,178" 31,89 £ 1,147% 25,61 =1,101%% 19,92 +1,134%
250,64 + 1,3428 4738 +1,3218 39,56+ 1,286 31,57 +1,235% |24,34+£1,272°

S 350,66 + 2,879 46,59 + 2,834 42,65+2,759% |33,72+2,650° |27,08£2,730

149,23 + 1,504 46,41 + 1,480" 40,12 + 1,441 31,85+ 1,384 2529 + 1,426

244,00 + 1,504~ 39,92 £1,480%¢ |35,14+1,441° |28,41+1,384 21,92 + 1,426

347,84 £ 1,502 43,76 + 1,479 37,35+ 1,440 30,00 = 1,383 23,48 £ 1,425

Red 451,68 +1,5028 46,91 + 1,479° 39,54 + 1,440 30,94 + 1,383 24,42 + 1,425

Vysvétlivky: Byk 1 - KANTOR, NEA 665; Byk 2 - LUM, HRF 316; Byk 3 - KARTAGO,
ZBA 341; Byk 4 - PORTHOS, ZAA 678; Skok 1 — prvni skok v den odbéru; Skok 2 — druhy
skok vden odbéru; Skok 3 — dvojskok (prvni a druhy skok vden odbéru smichany
dohromady); Redidlo 1 — AndroMed®; Redidlo 2 — Bioxcell®; Redidlo 3 — Triladyl®;
Redidlo 4 — Optidyl®; t 0 — 120 - aktivita spermii v ¢ase 0, 30, 60, 90 a 120 min.
termodynamického testu pieZitelnosti spermii v %; A-B; C-D = prlkaznost na hranici

vyznamnosti P<0,01; a-b;c-d = prikaznost na hranici vyznamnosti P<0,05.
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6. DISKUZE

6.1. Zakladni statistické charakteristiky hodnocenych

ukazatelu

V predlozené préci byl studovan vliv vnéjSich a vnitinich faktor na kvalitu by¢iho
ejakulatu, a to nejen na nativni semeno, ale 1 na insemina¢ni davky, jelikoz dostatecné fertilni
spermie, je predpokladem pro uspd$nou reprodukci hospodaiskych zvitat. Slechténi a
reprodukce chovnych bykl je o to sledovanéjsi, o co ma vétsi vliv na kvalitu budoucich
plemennych zvifat. Mnoho autort se praveé kviili t€émto (a mnoha dal§im divodiim) zabyva
v souvislosti s riznymi vlivy vnéjSiho prostiedi pozorovanim, odbérim a vyhodnocovanim
kvantity a kvality ejakulatu byk.

Pro primérny objem ejakulatu jsou stanovené hodnoty 4 ml (MARVAN et al. 1992),
na proti tomu GAMCIK et al. (1992) uvadgji prim&rny objem ejakulatu 6 cm®, a SOVA et al.
(1981) udava 6 ml v rozmezi od (2 — 12 ml) jako primérny objem ejakulatu u byka. Primérné
mnozstvi nami odebranych ejakulati bykt bylo 4,83 g, kde se hodnoty pohybovaly od 1,30 g
do 10,60 ¢, coz je ve shod¢ s literaturou. LOUDA et al. (2007) uvadi mnozstvi
vyprodukovaného ejakulatu v rozmezi 3 — 12 cm® u bykd na inseminaéni stanici.

MACHAL et al. (1997) uvadi jako primérnou koncentraci spermii v ejakulatu byka
1,22 mil / mm?®. Jini autofi stanovuji primérnou koncentraci spermii u byka na 1,2 mil / mm®,
v rozmezi 0,5 — 2,2 mil / mm® (KLIMENT et al. 1989). SOVA et al. (1981) se také zabyvali
primérnou koncentraci spermii v ejakulatu, je? mtZe dosahovat 1 — 2 mil / mm®. Podle
GAMCIK et al. (1992) spole¢né s MARVANEM et al. (1992) je pramérna koncentrace

cvwr

x10° /mm®, nejvyssi koncentrace 2,10 x10° /mm® a primérna koncentrace spermii v ejakulatu
byla 1,21 x10° /mm®.

Primérna aktivita spermii po odb&ru by neméla byt nizsi nez 68,7 %. (MACHAL et
al., 1997). Oproti tomu KLIMENT et al. (1989) stanovuje primérnou aktivitu spermii
Vv ejakulatu byka 80%, s hodnotami 40 — 90 %. Aktivita spermii po odbéru v ejakulatech
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sledovanych bykt byla v priméru 79,70 %, kdy maximalni aktivita dosédhla 90 % a minimalni
70 %.

Dalsi hodnoceni bylo zaméfeno na vyhodnoceni piezitelnosti spermii. Vyrazné
rozdilnych vysledkt dosahl MUINO et al. (2009), kdy ve svém pokusu pouzil ejakulat
rozdilného plemene bykt (Asturiana de los Valles). Inseminaéni davky byly rozmrazeny pri
teploté 37 °C a nasledné vyhodnoceny pomoci systému CASA v Case Oh a dale po dvou
hodinach. U rozmrazenych davek dosahla motilita 78,8 % v ¢ase Oh, po 2 hod inkubace se
hodnota motility snizila v priméru na 76,9 %.

BALLASTER et al. (2007) ve své praci hodnotil ejakulaty byki plemene Swedish
Red. Insemina¢ni davky byly po dobu 12 s rozmrazeny ve vodni lazni, kterd dosahovala
teploty 35 °C, a nasledné analyzovany a dale hodnoceny po 30 minutovych inte