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SOUHRN

Cilem prace bylo ur¢it vliv typu fedidla na odolnost spermii vic¢i chladovému Soku a
jejich prezitelnost v prubéhu dlouhodobého chladového testu. Hypotézou byl piedpoklad,
ze odlisné slozeni fedidla, pfedevsim pfitomnost vajecného Zloutku, resp. LDL cholestero-
lu pozitivné ovlivni odolnost spermii vii€i chladovému Soku a zajisti vyssi prezitelnost
spermii v priabehu dlouhodobého chladového testu prezitelnosti.

Byli pouziti 4 byci riznych plemen i véku, z jedné insemina¢ni stanice. Celkem se
provedlo 8 odbért. Kazdy ejakulat byl rozdélen na 15 dilt (6 kontrol a 9 vzorki). K fedéni
byla pouzita 3 komeréné vyrabéna fedidla, AndroMed, Bioxcell a Triladyl. Kazdé tedidlo
se pfimichalo ke 2 kontrolam a 3 pokusnym variantam s ejakulatem. Kontroly byly pone-
chany ve slozeni fedidlo + ejakulat a pokusné varianty byly obohaceny o LDL v koncen-
traci 4 - 6 - 8 % u AndroMedu a Bioxcellua 6 - 8 - 10 % u Triladylu.

Vsechny vzorky byly hodnoceny testem odolnosti spermii vii¢i chladovému Soku a
stanovilo se procento zivych a mrtvych spermii pomoci barviv Eosin-nigrosin.

Vysledky ukazaly vliv individuality byka jako dulezity faktor. Z pouzitych fedidel Ize
doporucit AndroMed s piidavkem LDL cholesterolu o koncentraci 8 %, jehoz piezitelnost
byla 69,3 % na zacatku testu a 57,22 % po 2 hodinach inkubace.

Klic¢ova slova: byk, sperma, LDL, Triladyl, AndroMed, test pieZitelnosti spermii



SUMMARY

The aim of thesis was to determine the effect of diluents on the resistance of sperma-
tozoa to cold shock and of their long-term survivability during cold test. The hypothesis
was the assumption that the composition of different diluters, especially the presence of
egg yolk, respectively of LDL cholesterol will positively affects sperm resistance to cold
shock and ensures a higher survivability of spermatozoa during long term cold survival
test.

Were used four bulls of different breeds and ages, from one Al station. A total of eight
samples were carried out. Each ejaculate was divided into 15 parts (6 controls and 9 sam-
ples). The dilutions used three commercially produced diluters, AndroMed, Bioxcell, and
Triladyl. Any diluter was added to the 2 control samples and 3 trial samples with fresh
ejaculate. Control samples were left in the composition diluter + ejaculate and trial samples
were enriched by LDL concentration of 4 - 6 - 8 % for AndroMed and Bioxcell and 6 - 8-
10 % for Triladyl. All samples were evaluated by sperm test resistance to cold shock and
set the percentage of live and dead sperm using dyes Eosin-Nigrosine. The results showed
the influence of bull individuality as an important factor. The diluents used is recommend-
ed AndroMed with added LDL cholesterol concentration of 8 %, which survivability was
69,3 % at the beginning of the test, and 57,22 % after 2 hours of incubation.

Key words: bull, sperm, LDL, Triladyl, AndroMed, sperm survival test
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1 UVOD

V chovu skotu stale pfetrvava snizovani pocetnich stavi od roku 2006 (Kvapilik a
kol., 2012). K 1.1.2012 je celkovy stav skotu 1 371 414 ks, z toho 373 044 ks krav mléc-
nych plemen a 176 334 KBTPM (kravy bez trzni produkce mléka). VéEtSina skotu, presné
82,9 % se chova v hospodafstvich, jejichZ kapacita piesahuje 100 000 ks.

Jiz dlouhé desitky let se chovatelé zabyvaji moznostmi zlepSeni reprodukce jedinct
zivoCisné fiSe, ale i rostlinné. Snazi se tim zajistit druhovou rozmanitost a zamezeni vyhy-
nuti nekterych jedinct. V mé praci se zamétuji na piezvykavcee, presnéji skot. Jsou hlavnim
producentem mléka a jednim z hlavnich producentii masa. Bez jejich cilené reprodukce by
nebyla obratkovost téchto produktt tolik efektivni. Tudiz mizeme fici, ze reprodukéni
schopnost je zédkladnim parametrem stad. Aby byla zajisténa kvalitni tiroven reprodukce,
musi chovatelé a Slechtitelé dokonale znat jejich reprodukéni funkce a jsou tedy vyznam-
nym ¢initelem (VE&znik a kol., 2004; Bouska a kol., 2006). To je odrazem plodnosti, jak
samic, tak samct, jelikoz bez produkce Zivotaschopnych mlad’at by nebyla produkce mléka
a nebyly by bycci na vykrm. Dilezitym ukazatelem plodnosti samic je natalita a mezidobi.
U byka to je oplozovaci schopnost spermii a libido (Louda a kol., 2007).

Z tohoto diivodu se kladou vysoké naroky na kvalitni vySetieni ejakulatu. Potfebujeme
totiz vybrat nejlepsi plemeniky, ktetfi v naSem chovu budou zvySovat ekonomickou efekti-
vitu, Slechtitelsky pokrok a budou zkvalithiovat celkovy zdravotni stav stada, jsou dilezi-
tym genetickym potencialem (Véznik a kol., 2004; Louda a kol., 2007).

Cilem Slechtitelli je, aby Spickovi plemenni byci byli co nejvice vyuZzivani v plemenit-
be¢, naopak lze v dneSni dob¢ konstatovat, ze se snizuje reprodukcni kapacita, tim 1 doba
vyuziti. To vSe je i odrazem daného prostiedi. Nevhodnou pfipravou plemennych bycka
dochazi k porucham plodnosti a vyvoje spermii, ke zhorSeni kvality ejakulatu, predevsim
semenné plazmy a snizi se i produkovany objem (Véznik a kol., 2004).

Pfi pohledu na masny skot je ziejmé, ze vétsi vyuziti pfirozené plemenitby se u nich
velmi osvédcilo, avsak jsou vyjimky, kdy chovatel vyuzije inseminace. Ta se provadi pre-
devsim u nejlepsich plemenic pted zacatkem ptipoustéciho obdobi. Vysledkem by mélo
byt ziskani bykid pro inseminaci, plemenné jalovice, které zlepsi geneticky potencial vlast-
niho stada, ptipadné i tvorba vykonnéjsich potomki. Naopak u dojeného skotu je prvorada

inseminace (Louda a kol., 2007).



2 CILPRACE

Cilem prace je urcit vliv typu fedidla na odolnost spermii vic¢i chladovému Soku a je-
jich ptezitelnost v pribéhu dlouhodobého chladového testu. Hypotézou je predpoklad, ze
odlisné slozeni fedidla, piedev§im pfitomnost vajecného Zloutku, resp. LDL cholesterolu
pozitivné ovlivni odolnost spermii vici chladovému Soku a zajisti vyssi piezitelnost sper-
mii v pribéhu dlouhodobého chladového testu piezitelnosti.

K vypracovani mnou zvolené¢ho tématu mne vedla myslenka stejného vyuziti LDL
cholesterolu v dlouhodobém chladovém testu, jelikoZz u kryokonzervace méla tato metoda
kladné vysledky. S tim souvisi i moznosti dal$iho vyuziti v inseminaci, zkvalitnéni insemi-
nacnich davek a z toho vyplyvajici vyssi procento zabtezavani plemenic. Proto je dulezité
CO nejvice prizpusobit slozeni fedidla, ve kterém se spermie (ejakulat) budou uchovavat po

dobu transportu k plemenicim.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Reprodukce skotu

wewvr

tim 1 zachovani druhu, je plodnost. Projevem plodnosti je tvorba pohlavnich, oplozeni-
schopnych bunék. Plemenice musi pravidelné fijit a zabtfezavat a ziskem je zivotaschopné
tele (Kliment a kol., 1983). Plodnost se vSak za poslednich 5 desetileti rapidné sniZila, na-
opak mlécné produkce vzrostla, nejvétsi pricinou je negativni energetickd bilance (Walsh
et al.,, 2011). Byci zase musi projevovat libido a produkovat kvalitni oplozeni-schopny
ejakulat. Pokud jsou jedinci cilevédomé vyuzivani v ptihodnych chovatelskych a prostredi-
vhodnych podminkach, tak je u nich vy3$i pravdépodobnost dlouhodobé plodnosti. Cim se
zvySuje koncentrace zvitat ve staji, tim se zvySuji poruchy plodnosti (Kliment a kol.,
1983).

Uroven reprodukce limituje rentabilitu chovu, proto je velmi dalezitym hodnocenym
ukazatelem (Hofirek a kol., 2009).

Z roku 2011 jsou dolozeny optimalni hodnoty pro dobrou plodnost a to: insemina¢niho
intervalu (do 75 dni), SP (servis periody do 100 dnti), MD (mezidobi do 385 dnti (400 dnt
pti uzitkovosti nad 7000 kg mléka)) a zabtezavani po 1. inseminaci (nad 50 %). Pokud se
prvni inseminace provede v praiméru o 10 dni dfive tak se ndm zvysi zabfezavani o 5 — 10
% a SP a MD se zkrati 0 10 - 20 dni (Kvapilik a kol., 2012).

I kdyZ se pocet inseminaci zvySuje, zabfezavani se od roku 2006 stile snizuje. Ne-
plodnost je z 60 % zpisobena nedostatky v managementu a 40 % nedostatky ve vyzivé a
krmeni (Kvapilik a kol., 2012). Pokud se v Cerstvém spermatu vyskytuji apoptotické sper-

mie sniZuje se jejich oplozovaci schopnost (Anzar et al., 2002).

3.2 Cinitelé ovliviiujici oplozovaci schopnost spermii v ejakulatu
Pouze jedinec s dobrym zdravotnim stavem a kondici vykazuje dobrou plodnost. Je-li
jedinec nadmérné vyuzivan a nedodrzi-li se jeho zakladnich Zivotni potieby, mize byt ne-

plodny (Kliment a kol., 1983). Je vSeobecn¢ znamo, ze na kvalitu spermatu maji vliv vniti-

wev
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matické podminky, svétlo, teplo. Uroveit vyZivy a ustajeni, socidlni hierarchie ve stadg,
zdravotni stav a reprodukéni zatizeni jedince jsou naopak vnitinimi vlivy (Louda a kol.,
2007; Marvan a kol., 2007; Bhoite et al., 2008). Mandal et al. (2000) uvadi kromé téchto
vlivl 1 vliv vnéjsiho prostfedi béhem odbéru ejakulatu. Pokud plisobi vnéj$i podminky na
exteroreceptory smyslovych organti, dojde k podrazdéni hypotalomohypofyzarniho systé-
mu, na némz je zavisla pohlavni ¢innost (Louda a kol., 2007).

Mezi endogenni vlivy fadime nervovy typ, plemeno, stafi a zdravotni stav (Hofirek a
kol., 2009). Jedinci, kteti maji dédi¢né stabilni neuroendokrinni systém, jsou oplozeni
schopngj$i nez zvitata labilni. Dispozice genotypu uréuje reprodukcni potencidl na poza-
dovanou uroven (Kliment a kol., 1983). Idealni byci maji nervovy typ silny, vyrovnany a
Zivy ¢i mirny (Hofirek a kol., 2009).

Plemena proslechténa myvaji lepsi libido a lehce vyS$i objem a koncentraci spermii
nez neproslechténd a masna plemena (Hofirek a kol., 2009). Reprodukce muze probihat az
u pohlavné dospé€lych zvifat a vzrusta az do 5 - 7 let, poté za¢ne klesat (Kliment a kol.,
1983). Dle Bhakata et al. (2011) lze kvalitni sperma ziskat az do véku 5 let. Zaéneme-li
pfedcasné, snizi se u byka libido a kvalita ejakulatu i délka vyuziti byka v plemenitbé
(Hofirek a kol., 2009).

Kazda nemoc (infekéni 1 neinfekeni) ¢i zranéni (pfedevsim pohybového aparatu) mize
negativné ovlivnit plodnost byka, zejména infekce pohlavniho ustroji (Hofirek a kol.,
2009).

Exogenni vlivy miizeme také rozdélit na infekéni (pohlavni ndkazy) a neinfekéni (vy-
Ziva, klima, oSetfovani, zpusob chovu) (Hofirek a kol., 2009). Do klimatickych podminek
zatadime kromé teploty, intenzity svétla a slunecniho zafeni 1 tlak, vlhkost a proudéni
vzduchu (Louda a kol., 2007). Teplota ovliviiuje stav membran a fyzikalni vlastnosti sper-
mii (Carruthers a Melchior, 1988b). Optimalni teplota pro spravnou oplozovaci schopnost
je 12 — 15 °C, v kombinaci s odpovidajici vlhkosti a proudénim vzduchu (Kliment a kol.,
1983). To u jedinct ovlivni reprodukci jako celek.

Naopak vyzivou korigujeme nastup pohlavni a chovatelské dospélosti a béhem celého
kvantitativné 1 kvalitativné. Strava musi byt pestrd, s vyvadZzenymi zivinami a biologicky a
energeticky vyvazena (Kliment a kol., 1983). Vysledkem vyzivy je télesna kondice, ta se

vvvvvv

s vlivem na reprodukci jsou bilkoviny a aminokyseliny (Kliment a kol., 1983).
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Ustajeni je dilezité pro zachovani spravného zdravotniho stavu. Nejvhodné&jsi pro
plemeniky je volné ¢i boxové ustajeni s podestylkou (Kliment a kol., 1983).

Intenzita vyuzivani byka (exploatace) se 1isi vékem, kondici a zdravotnim stavem.
Nadmérnym vyuzivanim se snizi libido, objem 1 koncentrace ejakulatu, zhorsi se prezitel-
nost i rezistence spermii. Naopak nedostateCnym vyuzivanim byka setrvavaji spermie ptilis
dlouho v nadvarleti a tim dochazi k jejich degradaci a snizovani rezistence a odolnosti

(Hofirek a kol., 2009).

3.3 Neurohumoralni Fizeni reprodukénich funkei samet

Neurohumoralni fizeni pohlavni aktivity je zajiS§téno prolindnim nervového a endo-
krinniho systému (Bouska a kol., 2006). Véznik (2004) uvadi ve své publikaci 2 hlavni
oblasti (mezimozek a zadni ¢ast michy), kde se nachédzi centrum pro vlastni fizeni repro-
dukénich funkei. Casti neurohumoralniho fizeni je hypotalamus a hypofyza. Kaskadovité
jsou hypotalamus a hypofyza napojeny na gonady (Bouska a kol., 2006). Vliv na sexualni
aktivitu ma hormon gonadoliberin (GnRH - gonadotropin releasing hormon) pochazejici z
hypotalamu. Vys$§i hladina sexagent (gonadalnich steroidnich hormontl) zpomaluje pro-
dukci GnRH a naopak jejich nizka hladina produkci GnRH podporuje (Véznik a kol.,
2004). Hypofyza produkuje latky stimulujici gonadotropiny. Jednim z hlavnich stimuli je
lutotropin (LH-luteiniza¢ni hormon = ICSH-intersticialni buiky stimulujici hormon) a foli-
tropin neboli folikulostimulaéni hormon (FSH).

Lutotropin, u samct, pisobi v Leydigovych burikach (intersticindlni bunky varlat), kde
dochazi k produkei steroidu testosteronu (Véznik a kol., 2004). Sekrece LH se zvysi, po-
kud dojde k poklesu hladiny testosteronu. Testosteron se nasledné stabilizuje, kdyz jeho
zvySenim dojde k pozastaveni produkce LH. Pfi opétovném sniZeni mnoZstvi testosteronu
se opét zatne sekretovat LH a proces tzv. negativni zpétné vazby se opakuje. Ukolem tes-
tosteronu je udrzovani meiotického dé€leni. (Reece, 1998).

Hlavni ukol FSH v Sertoliho buiikach je podpora syntézy RNA a ma vliv na produkci
proteinu vazajictho androgeny a testosteron. Také jimi ovliviiuje produkci estrogenu a
inhibinu (Reece, 1998). Estrogeny maji vyrazny prolifera¢ni ucinek, diky némuz dochézi
K neptetrzité tvorbé pohlavnich bunék (Bouska a kol., 2006). Také se syntetizuje specific-
ky protein, ktery na sebe vaze androgeny - pohlavni hormony (ABP- androgen binding
protein) (Véznik a kol., 2004).

-13-



Inhibin potlacuje tvorbu FSH. FSH je nutny pouze pro zacatek spermatogeneze, nao-
pak LH je dilezity po jeho celou dobu trvani (Reece, 1998). Inhibin se vyskytuje v seme-
notvornych kanalcich varlat, v lymf¢€ a v sekretech z rete testis, ale také byl nalezen v eja-
kulatu. Tvofi se vSak v Sertoliho buiikach a jak jiz bylo zminéno, zaujima své postaveni ve
zpétnovazebnych mechanismech sekrece FSH (Véznik a kol., 2004).

Testosteron je nejvyznamnégj$i androgen, Cili gonadalni hormon, neboli sexagen. Je
produkovan vmezetenymi buiikami za vlivu hormonu ICSH (intersticialni buiiky stimulu-
jici hormon). Ma neptfeberné mnozstvi funkci: zajistuje vyvoj a dozravani samciho po-
hlavniho ustroji uz od plodu, rozviji funkci ptidatnych pohlavnich zlaz, sekundarnich po-
hlavnich znakii (sam¢i vzhled a fyzicka sila) a temperamentu. Jeho funkce ma vliv i na
metabolismus, tvorbu kosti a kostry, produkci erytropoetinu. V neposledni fadé ovliviiuje
produkci gonadoliberinu a gonadotropint a to zpétnou vazbou ve spolupraci s inhibinem

(Véznik a kol., 2004; Bouska a kol., 2006; Louda a kol., 2007).

3.3.1 Pohlavni reflexy byka

Plemenny byk musi projevovat urcité reprodukéni reflexy od vybavovani ptes nastup
az po celkovou plynulost a plnohodnotnost. Atrapa musi v plemenikovi vyvolat aktivni a
intenzivni zdjem, aby mohly nasledovat pohlavni reflexy (lokomo¢ni, objimaci, erekéni a
kopula¢ni), tzv. pohlavni pud. Bez nich by plemenik nemohl byt zatfazeny do plemenitby.
Reflexy, které jsou viditelné jesté pred tplnym piibliZzenim k plemenici, se nazyvaji reflexy
distan¢nimi a poté dojde k reflexiim po piimém kontaktu (samotny pohlavni akt). AvSak u
bykl je nejvetsim inicidtorem opticky kontakt, po kterém dojde k aktivaci pohlavnich re-
flext (Véznik a kol., 2004; Louda a kol., 2007). Hofirek a kol. (2009) klade diiraz jak na
zrakové a Cichové vjemy tak i na sluchové. Kdezto pfi ptirozené plemenitbé Kliment a kol.
(1983) stavi na prvni misto vyhledavani plemenice ¢ichem a reakci plemenice v dob¢ fije.
Byk neni schopny bez naznakl plemenice urcit fazi jeji fije a nejprve provadi testovaci
vzeskoky. Po né¢kolika pokusech teprve dojde k Gspésnému vzeskoku a spafeni. Zrak a
akustické signaly tadi az za Cich.

Libido bykt délime do 5 skupin, LO (nedostate¢na pohlavni aktivita) - L4 (silna a
prudka pohlavni aktivita) (Hofirek a kol., 2009).

Tyto vSechny reflexy, o kterych jsem psala, jsou reflexy nepodminéné, tedy geneticky
zakddované, které se spousti vlivem gonadotropnich pohlavnich hormoni. Mtzeme je roz-

delit na n€kolik fazi: lokomo¢ni (sblizovaci-vyhledani fijici plemenice pomoci feromonil),
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objimaci (vizualizace plemenice ¢i atrapy), erek¢ni (nastupuje téméet soucasné s objimacim
reflexem, zplisobuji je receptory na konci pyje), kopulacni-frikéni (zasunuti pyje) a ejaku-
la¢ni reflex (u bykd ma kratkou dobu trvani jen 2-4 sec.) (Véznik a kol., 2004; Louda a
kol., 2007).

Vyskytuji se vSak i reflexy podminéné a to diky pravidelnému opakovani jedné a té
samé ¢innosti nebo souboru Cinnosti, pf. odbér pro inseminaci. Oba typy reflexti mohou
probihat zaroven. Nékdy bohuzel mize dojit k negativnimu ovlivnéni pohlavnich reflexti a

to vznikem podminénych, které je mohou narusovat (Véznik a kol., 2004).

3.4 Vybéru plemennych bykiu

Odchov plemennych byckt se provadi rozdilné dle typu jejich uzitkovosti. Na konci
se vSak musi kazdy bycek, odchovany u chovatele ¢i v OPB (odchovné plemennych byki),
podrobit testu ovéreni plivodu akreditovanou laboratofi, nebot’ je to zdkladni podminka
jejich testace (Louda a kol., 2007).

Oproti roku 2010 se v roce 2011 snizil pocet odchovanych plemennych bykt ¢eského
strakatého plemene 0 31 % a k inseminaci bylo pouzito 0 10 % bykd méné. Celkové za
poslednich nékolik let doslo ke stabilizaci poctu bycku v OPB (Kvapilik a kol., 2012).

Plemenny bycek se ziskava cilenym ptipafovanim rodi¢ovského paru, tzv. ,,matek by-
ki a ,,otct byku* jez vykazuji vyssi plemennou hodnotu (PH) neZ je prumér daného ple-
mene (Bouska a kol., 2006; Louda a kol., 2007). Odchov bycka pro produkci ID probiha
Vv chovatelskych svazech danych plemen. U byckt zaméfenych na zlepSovani produkce
mléka je odchov provadén chovatelem nebo odchovnou plemennych bykl a nezjistuje se
jejich vlastni riistova schopnost (uzitkovost). V centralnich odchovnach s kontrolou vlastni
uzitkovosti, v€etné spotfeby krmiv, se odchovavaji bycci kombinovanych plemen, u nichz
se provadi ve véku 10 - 12 mésict zkouska kvality spermatu a pohlavni aktivity. Naopak
zkouska kvality spermatu se neprovadi u byckt masnych plemen, tento nazor vyvraci Za-
hradkova a kol. (2009). Provadi se u nich kontrola vlastni uzitkovosti a spotieba krmiv
(Louda a kol., 2007).

Pokud byk produkuje minimaln¢ 50 milionti spermii s aktivitou nad 10 % (jez staci
k oplodnéni plemenice) mluvime o obdobi puberty, nejéastéji mezi 7. - 10. mésicem véku.

V tomto obdobi dochdzi k rychlej§imu ristu pohlavnich organii (varlat) a hormonalnim
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zméndm (zvySovani hladiny testosteronu), které podporuji spusténi spermatogeneze a vyssi
produkci a kvalitu ejakulatu stupiiujici se zhruba do 2 let véku byka (Louda a kol., 2001).

Plemenni byci nesméji byt agresivni, pro snazsi manipulaci se pravideln¢ provadi
(Louda a kol., 2007).

Chovatelé zaméfeni na produkci plemennych bykt s cilenym Slechtitelskym progra-
mem vyuzivaji ptevazné inseminaci. Naopak ptirozend plemenitba se preferuje u skotu na
masnou-jate¢nou produkci. Tyto dvé metody se vSak také ¢asto kombinuji, a to: z jara se
vyuziva inseminace a po piechodu na pastvu se pfipousti ptirozené (Zahradkova a kol.,
2009).

Pro byc¢ky masnych plemen je hlavnim kritériem vlastni ristova schopnost, dale spo-
tfeba krmiva a kvalita spermatu a to ve standardnich podminkach. Od roku 2004 se hodnoti
nejen vlastni rustova schopnost a ristova schopnost jeho potomstva, ale také odhad ple-
menné hodnoty pro pfirtstek v testu (Zahradkova a kol., 2009). A to z divodu zvySovani
pocti OPB.

3.4.1.1 Naskladnéni OPB

Naskladnéni byckl na odchovnu se provadi po odstavu, zjistuje se hmotnost ve 120 a
210 dnech (dle KUMP-A a podminek pfislusného chovatelského sdruzeni). Celkovy od-
chov probiha v turnusech (Louda a kol., 2007; Zahradkova a kol., 2009). Zahradkova a kol.
(2009) specifikuje OPB pfiblizné takto: Nestaci ovéfit plivod byka a dat mu nosni krouzek,
zjistit dostate¢nou hmotnost ve 120 a 210 dnech a déle se o byka nestarat, byk musi byt na
presun na OPB piipraven celkové. Idedlni je naplanovat plynuly pfesun po odstavu na od-

chovnu bez vyraznégjsiho poklesu piirtistku.

3.4.1.2 Organizace

Ptipravné obdobi — béhem néj se zvife adaptuje na podminky OPB a provedou se zoo-

veterinarni opatieni. Trvd minimalné 30 - 31 dnii. MlZe byt brana jako karanténa. Bycci
jsou rozdéleni do skupin dle hmotnosti, véku a plemene a v nich probiha vlastni test. Nut-
nosti je zavedeny nosni krouzek (Louda a kol., 2001; Zahradkova a kol., 2009).

Obdobi testu vlastni uzitkovost — standardni doba trvani je 120 dnt (Louda a kol.,
2007; Zahradkova a kol., 2009). Louda a kol. (2001) uvadi 32. az 110. den jako obdobi

pfipravné, na néz navazuje vlastni zkouska uzitkovost a to v obdobi 111 - 365 dnl véku.
Ziejm¢ se bude jednat o plemena dojeného skotu, jelikoz Louda a kol. (2007) uvadi v jiné

publikaci zac¢atek vlastniho testu od 121. dne v€ku u kombinovanych a masnych plemen.
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V tomto obdobi dochazi k postupnému piiristku bez zjevného kolisani ristu. Zakladem je
spravna konverze krmiva. V ramci zjistovani vlastni uzitkovosti se u byckl zjistuje hmot-
nost, vzdy 2 po sob¢ jdouci dny a to ve véku 121 dnti a 365 dnti s relevanci 3 dny. Na od-
chovné se vazi v mésicnich ¢i ¢tvrtletnich intervalech. Na konci testu, tj. ve v€ku 365 dna
se také urCuje vyska v kohoutku, sikmé délka téla, obvod hrudniku, stiedni §itka panve,
délka panve, vyska v kiizi a den pfed zatfazenim do plemenitby i kohoutkova vyska (Louda
a kol., 2007).

Je nezédouci dohanét horsi prirtistek po 210. dnu véku nebo jakymkoliv nestandard-
nim zpisobem mimo toto obdobi v plynulém nértstu. Napt. vysoky ptiristek na zacatku
testu a poté uz moc ne nebo naopak (Zahradkova a kol., 2009).

Obdobi po skonceni testu vlastni uzitkovosti — béhem tohoto obdobi se byk pfipravuje

jiz na zékladni vybér. Po dobu minimaln¢ 20 dnl se byklim upravuji paznehty, provadi se
zdravotni vySetfeni a pfipravuji na predvedeni k zakladnimu vybéru (Louda a kol., 2007;

Zahradkova a kol., 2009).

3.4.1.3 Ustjeni a krmeni

Bycci jsou ustdjeni volné ve skupindch max. 10 (az 15) jedinci a to po celou dobu tr-
vani testu vlastni uzitkovosti. Vyuziva se stejné ¢i obdobné technologie, také po celou do-
bu testu (Louda a kol., 2007; Zahradkova a kol., 2009). Louda a kol. (2007) také pojednava
o volném individudlnim ustjeni ve stlanych kotcich.

Pti tvorbé technologie krmeni a napajeni se musi brat na zfetel nutnost volného pfistu-
pu ke krmenti a celodenni pfisun nezavadné pitné vody.

JiZ v dobé odstavu musi chovatel pfizplsobit krmnou davku na pozdéjsi obdobi
v OPB, tomu ptedchazi i ptipravné obdobi, ve kterém je krmna davka taktéZ uzplsobena
potiebam a k nastartovani bycka pro optimalni pfirastek a jeho tispéSnost v testu. Zacina se
krmit mlécnou krmnou smési (Laktosan) a druhy den se pfechazi na krmnou smés pro Cas-
ny odstav telat (COT). Po 110. dnu za¢iname by¢ky navykat na doplitkovou krmnou smés
pro odchov plemennych byka (BO). Cilem je dosdhnout denniho pfirastku 1200 g.
V obdobi testu vlastni uzitkovosti je hlavni slozkou krmné davky objemna pice (seno) a
normovand potieba jadrnych krmiv (kukufi¢na sildz, asusky a krmné okopaniny). Eviduje
se spotfeba krmiv a zZivin. O kvalité krmné davky rozhoduje rozbor krmiv, ktery se provadi
min. 2x za testa¢ni obdobi (Louda a kol., 2007; Hofirek a kol., 2009; Zahradkova a kol.,
2009).
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Po ukonceni vlastniho testu se krmna davka upravuje dle dal§iho vyuziti byka v ple-
menitbé. Mladému byku by mélo byt pfifazeno max. 10 - 15 plemenic a tomu musi odpo-

vidat i vyziva (Zahradkova a kol., 2009).

3.4.1.4 T¢lesna hmotnost a télesné rozméry

Hmotnost — s relevanci 1 kg se byci vazi v 5 etapach (po naskladnéni na OPB, na za-
¢atku ptipravného obdobi, na zacatku testu vlastni uzitkovosti, dadle v mesi¢nich interva-
lech a na konci testu vlastni uzitkovosti). Nakrmenostni srazky se neprovadi. Na zacatku i
na konci testu se byk vazi dvakrat, a to ptiblizné po 24 hodinach, vysledné hodnoty se poté
zpruméruji. Se souhlasem uznaného chovatelského sdruzeni provede prvni vazeni odchov-
mezinarodni organizace pro kontrolu uzitkovosti = ,,International Committee for Animal
Recording* = zastoupeni v CR - CMSCH, a.s.) (Zahradkova a kol., 2009).

Télesné rozméry — méii se ve 3 obdobich vyska v kiiZi v cm, a to prvni den testu, ve

veéku 365 dni (s toleranci +/- 15 dnil) a v posledni den testu. Na konci testu se soucasné
méfi 1 obvod Sourku v em. Méfeni opét provadi pracovnik uznaného chovatelského sdru-

Zeni soucasné s linearnim popisem v prvnim dni testu (Zahradkova a kol., 2009).

3.4.1.5 Osetfovani paznehtl

Paznehty se musi pravidelné oSetfovat. Preristani ma negativni vliv na stav koncetin.
Miize k nému dochazet nasledkem nevhodného ustajeni v OPB nebo milZe byt zalozen

geneticky, takovi byci by se méli vytadit z plemenitby (Zahradkova a kol., 2009).

3.4.1.6 Ptiprava na zakladni vybér

Ptipravou byka na zakladni vybér se mysli spolehlivé a bezpecné ovladani byka (vodi-
ci ty¢ v nosnim krouzku), ptipadné i ovéteni kvality ejakulatu (Zahradkova a kol., 2009).

JiZ zminéna zkouska kvality spermatu konana ve v€ku 10 — 12 mésicl se opakuje
Vv tydennich intervalech spolecné s otestovanim odbéru schopnosti umélou vaginou. Déle
se hodnoti temperament byka, pribéh odbéru ejakulatu, vysouvani pyje, vyvin varlat a
nadvarlat a konzistence parenchymu varlat. U odebraného ejakulatu se zjistuje objem,
koncentrace a vyskyt patologickych spermii. Navic se hodnoti velikost a vyklenuti varlat,
jejich délka, Sitka a horizontalni obvod Sourku, ktery tzce koreluje s riistovou schopnosti
byka, u plemennych bykul. Pro pouziti v plemenitbé se z odchovanych byki vybird 40 — 50
% (Louda a kol., 2001).
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3.4.1.7 Evidence na OPB

OPB poskytne veskerou evidenci o nakupu plemennych bykt pfislusSnému uznanému
chovatelskému sdruzeni. V eviden¢ni kart€ jsou zaznamenany udaje o hmotnosti, télesnych

rozmeérech, spotiebé krmiv a zdravotnim stavu (Zahradkova a kol., 2009).

3.4.1.8 Hodnoceni zkousky vlastni uzitkovosti

Matematicko-statistickymi metodami hodnoti uznané chovatelské sdruzeni ristovou
schopnost a zevnéjsek spolu s télesnymi rozmery.

Selekénimi kritérii jsou: splnéni pozadavkil standardu plemene, RPH pro prirtstek
Vv testu, hmotnost a vyska v kiizi ve véku 365 dni, posouzeni exteriéru béhem zékladniho
vybéru a praimérny denni piirdstek byka od narozeni do ukonceni testu vlastni uzitkovosti.
Kritéria uréuje Rada PK pfislusnych plemen a vyhlasuje Grémiun PK (Zahradkova a kol.,
2009).

Ve veéku 365 - 420 dnti, kdy dochazi k dokonceni zakladniho vybéru, se byci prodavaji
nejcastéji na tzv. ,,aukci plemennych bykt a zacina se s pravidelnym odbérem spermatu
Vv inseminacni stanici (Louda a kol., 2001).

Plodnost byka lze otestovat n¢kolika zptsoby. Testem nepieb&hlych plemenic, procen-

tem telenych plemenic po prvni inseminaci a insemina¢nim indexem (Kliment, 1983).

3.5 Anatomie a fyziologie sam¢iho pohlavniho ustroji

Tvorba spermii a nasledna doprava do samiciho pohlavniho Gstroji je hlavni ¢innosti
sam¢iho pohlavniho Ustroji. Mistem vzniku spermii jsou semenotvorné kanalky varlat,
Z nich se premist’uji varletnimi kanalky do nadvarlete, kde se ukladaji a dozravaji. Jakmile
samec dovrsi pohlavni dospélosti, zacne nepretrzita tvorba spermii (Reece, 1998).

Samc¢i pohlavni ustroji, v némz se vyviji a dozrava spermie, se skladéa z 6 hlavnich ¢as-
ti: varle, nadvarle, chdmovod, Sourek, ptidatné pohlavni Zlazy a pyj (Reece, 1998).

Varlata (testis) jsou parovym organem, v némz se v jiz zminénych sto¢enych semeno-
tvornych kanalcich tvofi spermie (Najbrt a kol., 1982). Zde spermiim zajist'uji ochranu a
vyzivu Sertoliho buniky neboli podptrné buiiky. Tento ndzev maji z funkce uzkého kontak-
tu vSech vyvojovych stadii spermie. Ve varlatech se vyskytuji také bunky Leydigovy nebo-
li intersticialni. Varlata jsou uloZena v koznim vaku zvany $ourek (scrotum). Sourek ma za

ukol pomoci hladkosvalové vrstvy bunék piitahovat varlata k biisni sténé pii chladnych
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vnéjsich podminkach. Varlata jsou nejprve ulozena v bfisni duting, ale postupem vyvoje
sestupuji do Sourku, pokud vsak nesestoupi jedno ¢i ob¢ varlata do Sourku oznacime vadu
za kryptorchismus (Kliment a kol., 1983; Reece, 1998).

V nadvarleti (epididymis) se spermie ukladaji, dozravaji, aZ nabudou schopnosti se
pohybovat dopiedu a ziskavaji oplozovaci schopnost. Nadvarle ma 3 ¢asti: hlavu, télo a
ocas. Doprava spermii do hlavy nadvarlete se uskutecniuje pomoci tekutiny ze semenotvor-
nych kanalkt, kterd se zde ¢asteCné vstieba. Piiblizné 70 % vyprodukovanych spermii se
uklada v ocasu nadvarlete. Jejich velka ¢ast kazdodenné odchazi spolu s moc¢i (Najbrt a
kol., 1982; Kliment a kol., 1983; Reece, 1998).

Chamovod (ductus deferens) tvofi spojnici mezi ocasem nadvarlete a panevni Casti
mocové trubice, tudiz slouzi k pfevodu spermii z nadvarlete do mocové trubice (Najbrt a
kol., 1982; Reece, 1998). Béhem ejakulace se peristalticky smrstuje (Kliment a kol.,
1983). Je ukonéen zlaznatym rozsifenim zvanych ampule chamovodu. Je soucasti tzv. se-
menného provazce, spolu s nim jej tvofi i varletni tepna a zila, nerv, lymfatické cévy a sval
vnitiniho zdvihace varlete. Spole¢né jsou obaleny Gtrobnim listem posevniho obalu, kte-
rym jsou obklopeny také varlata a nadvarle (Reece, 1998).

Pridatné pohlavni zlazy (glandulae genitales accessoriae) jsou slozeny z nékolika ¢as-
ti. JiZz zminéna ampule chamovodu, méchyikovité zlazy, prostata (predstojna zlaza) a bul-
bouretralni zlazy (Cowperovy zlazy). VSechny Zlazy produkuji sekrety. Jejich smés se na-
zyva semenna plazma. Ta se pfi ejakulaci promisi se spermatem a tekutinou z nadvarlete a
tvoii semeno. Bez semenné plazmy by spermie nebyla schopna v prostiedi sami¢iho po-
hlavniho tustroji prezit a ziskavaji tim vétsi oplozovaci schopnost. Je sloZena z velkého
mnozstvi elektrolytl, fruktozy, kyseliny askorbové a mnoha dal§imi vitaminy. Nedilnou
ulohu zde hraji prostaglandiny, je jim pfisuzovéana dvoji oplozovaci schopnost. A to reakce
s hlenem délozniho krcku a jeho uzpisobeni k priniku spermii a druhou funkei je iniciace
kontrakci hladké svaloviny pro posun spermii ptes délohu a vejcovody k vajecnikim. Za-
vérem lze konstatovat, Zze pouze par desitek spermii se pfiblizi k vajicku, ale uspéSného
oplozeni dosahne jen jedna jedina spermie (Kliment a kol., 1983; Reece, 1998).

Kopula¢ni organ, jenz dopravuje sperma do samiciho pohlavniho ustroji, se nazyva
pyj (penis). Sperma prochazi mocovou trubici stejné jako mo¢. Pfednostné je vyplnén tkani
zvanou topofivé téleso, coz je seskupeni krevnich sinusti oddé€lenych listy vazivové tkané
zpiisobujici erekci neboli ztopoteni. Za klidného stavu je penis esovité ohnuty a pfi erekci

se vyrovna na délku az Im u byka. Na ztopofeni maji vliv také autonomni a stydké misni
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nervy koncici v zaludu penisu. Reflexni centra jsou jak v zaludu penisu, tak i v bederni
oblasti patefni michy. Vyziva a ptisun kysliku je zajistovan pyjovou tepnou. Konec pyje-
jeho volna ¢ast je obklopena a chranéna vchlipenou kozni duplikaturou tzv. predkozkou
(preputium) (Najbrt a kol. 1982; Kliment a kol., 1983; Reece, 1998).

Na rozvoj sam¢iho pohlavniho ustroji a jemu piibuzné ma vliv hormon testosteron.
Vytvéii a udrzuje libido, mé vliv na sekreci ptidatnych pohlavnich 714z a vyvin sekundéar-

nich samcich pohlavnich znakt (typické znaky a chovani) (Reece, 1998).

3.5.1 Posouzeni vnéjSich pohlavnich organu

K vysetfeni vné&jSich pohlavnich organii se pouzivaji 2 metody, adspekce a palpace
(Hofirek a kol., 2009). Pti palpaci se musime zaméfit i na citlivost organi, jelikoz tim od-
halime pfipadnou bolestivost a zanét. Veskeré patologické stavy maji negativni vliv na
plodnost samce. Naptiklad zanét na Sourku narusuje jeho termoregulaéni schopnost a pri-
béh spermiogeneze (Véznik a kol., 2004). Zprvu se spole¢né zkontroluji varlata a nadvarla-
ta, jejich tvar, velikost, ulozeni v ose a symetri¢nost. Jak jisté vime, varlata a nadvarlata
jsou ulozena vn¢ téla v Sourku. Palpaci zjistime volnost jejich ulozeni, stejnorodost paren-
chymu varlat a okraje nadvarlat. Za obvyklych podminek je parenchym varlat elasticky s
odpovidajicim napétim (tenze). Pomér spermiogenetického epitelu (svou vrstevnatosti je
kritériem maxima) a intersticia (svou strukturou je kritériem minima) urcuje tenzi nebo
turgor varlat (VE&znik a kol., 2004). Taktéz nadvarlata se kontroluji palpa¢né, jejich velikost
a napli. Podobné¢ 1 semenné provazce, ty se vS§ak mohou posuzovat i adspektivné.

VySetfeni penisu a sliznice piredkozkového vaku se provadi adspektivné pouze po
vzeskoku na fantom, v krajnim pfipad€ se za pouziti anestetik provede arteficialni prolaps
penisu (Véznik a kol., 2004; Hofirek a kol., 2009). Kontroluje se povrch penisu, sliznice

pfedkozky a prechod pfedkozky ve vnitini slizni¢ni list.
3.5.1.1 Histologické vysetiené
Histologicky rozbor pomaha diagnostikovat pfi¢iny neplodnosti samci. Pouzivaji se 2

metody, biopsie a nekropsie. Umozinuje porovnani klinického néalezu, endokrinologického

a spermiologického vySetteni s obecnou morfologii (Véznik a kol., 2004).

3.5.1.1.1 Biopsie

Vzorky parenchymu varlat se ziskavaji in vivo. Vice vyuzivanou metodou je excise

ponévadz nedochédzi k naruSeni cévniho tecisté jako u punkce, kde byvé ziskany vzorek
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poskozen. Pti punkci se zavede specialni kanyla s jehlou do parenchymu varlat. Naopak u
excise se otevie povrch varlete a specidlnim fezem se vzorek odejme. Zjistime tak, zda

Kk aspermii a tézkym oligospermiim doslo poruchou spermiogeneze nebo obliteraci vyvod-

nych cest (Véznik a kol., 2004).

3.5.1.1.2 Nekropsie

Vzorek tkan¢ se odebird po smrti zvifete pfi soucasném patologickém vysetfeni. Aby
doslo ke spravné analyze je tieba vzorek vlozit do fixacni tekutiny do 20 min po pordzce

zvitete. Po této dob¢é muze dojit ke zménam a ztizeni diagnostiky (Véznik a kol., 2004).

3.5.1.2 Bakteriologické a parazitologické vysetieni

Vysledkem je potvrzeni, ze ejakulat neni infekéni a Ze neobsahuje nezadouci mikroby,
jez by negativné pusobili na funkci spermii. Vyvarujeme se tak moZnosti vytvoreni zanétu
a prenosu na plemenici. Pozname tak i kvalitu hygieny chovu a odbéru spermatu. Ptikla-
dem nezadoucich-patogennich mikroorganismt jsou: Campylobacter fetus, Trichomonas
fetus (IBR), dale chlamydia, mykoplazma, ureaplazma apod. (Véznik a kol., 2004). Ejaku-
lat nesmi obsahovat mnoho dalSich patogenti, véetné plisni.

Vzorek nabrany ptimo ze sbérace do sterilni pipety s objemem 1 - 1,5 ml ihned ode-
Sleme do laboratofe, kde provedou mykologickou analyzu do 3 hodin a bakteriologickou

do 6 hodin po odbéru vzorki (Véznik a kol., 2004).

3.5.1.3 Rentgenologické a ultrasonografické vysetfeni
Pro vySetteni byka se pouziva ziidkakdy, pfi vyskytu neplodnosti se byk stejné¢ vyta-
zuje z plemenitby a provadi se posmrtné vysetieni. Je vSak prakticky pro vySetfeni cystic-

kych ¢i abeesdujicich nalezd v pohlavnich organech (Hofirek a kol., 2009).

3.5.1.4 Endokrinologické vySetieni

Hodnoti se Giroven samcich pohlavnich hormoni, pfedevs§im testosteronu (androgent).
Kvalifikovat miizeme dle vyvinuti pohlavnich organti, sekrece ptidatnych pohlavnich Zlaz
a kvalita ejakulatu. Stanovuje s v kombinaci s koncentraci LH a FSH. MnoZstvi testostero-
nu v periferni krvi se nékolikrat méni béhem dne od 0,5 do 10 ng/ml, v pramé&ru je koncen-

trace testosteronu 6,7 ng/ml (Hofirek a kol., 2009).
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3.5.2 Funk¢ni testy

Pokud je jedinec pohlavné dospé€ly vyskytuje se u n€j pohlavni pud a je schopen usku-
teCnit pohlavni akt. Obdobi puberty, kdy je jedinec schopen produkovat ejakulat a kdy do-
jde i k jeho stabilizaci je pro kazdy zivo¢isny druh rozdilny. Pohlavni dospélost byka na-
stava ve veéku 8 — 10 mésict, ale na ejakulat s ustalenymi hodnotami musime pockat jesté

min. 2 mésice do véku 12 mésici (VEéznik a kol., 2004).

3.5.2.1 Testikularni biometrie

Diky této diagnostice lze zavCasu detekovat vrozené i1 ziskané zmény varlat, kvuli kte-
rym byka vyfadime z plemenitby. Kazdy byk by mél byt pfed jeho zatfazenim do plemenit-
by takto vySetfen. Hodnoti se délka varlat véetné nadvarlat, délka varlat a hlavy nadvarlat,
délka varlat, tloustka varlat (kranio-kaudalni osa), Sifka varlete (medio-lateralni osa), du-
plikatura kize skorta. Standardni rozméry by¢ich varlat jsou: Sitka 7 - 7,4 cm, délka 10,5 -

11,4 cm. Rozméry se postupné vékem méni a az v dospélosti se téméf ustali (VEéznik a kol.,
2004).

3.5.2.2 Tenzimetrie varlat

Pro objektivni méfeni turgoru parenchymu varlat se pouzivaji tonometry. Véznik a
kol. (2004) uvadi primérné napéti 85,3 V u bykl pouzivanych v inseminaéni stanici. V

pfitomnosti vétSiho mnoZstvi patologickych spermii dochézi ke sniZeni tenze.

3.6 Semeno

Semeno neboli sperma ¢i ejakulat 1ze obecné popsat jako tekutinu, jez tvoii semenna
plazma s obsahem bunécné slozky tj. spermii. U byka tvofi semenna plazma 90 — 95 %
z celkoveého objemu ejakulatu a je produkovéna piedevsim pfidatnymi pohlavnimi Zlazami.
Na konci kopulace nejprve sekret z bulbouretralnich zlaz zméni pH v sami¢im pohlavnim
ustroji a poté je jednorazoveé vypuzeno sperma. Poprvé se spermie objevuji u byka v po-
hlavni dospélosti, coz je vék 8 - 10 mésict (Kliment a kol., 1983; Marvan a kol., 2007)
nebo v Sirsim horizontu 7 - 12 mésicich véku (Louda a kol., 2007).

Jak jiz bylo feceno, tvorbu spermii zajiSt'uji semenotvorné kanalky ve varlatech. Na

v

tuto funkci 1 na funkci pfidatnych pohlavnich Z1az maji vliv vnéjsi 1 vnitini Cinitelé jako
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napiiklad ro¢ni obdobi, svétlo, teplo, vk, uroven vyzivy a ustdjeni, zdravotni stav a repro-

dukéni zatizeni jedince (Marvan a kol., 2007).

3.6.1 Spermie

Poprvé v roce 1824 Prevost a Dumas prokazali, ze spermie neni pouze zarodek a je
schopna fertilizace. Tomu vsak predchazel rok 1677, kdy Ham jako prvni objevil spermie
v ejakulatu, ale povazoval je za parazitujici zarodky. Detailnéji byla spermie popsana az s
ptichodem elektronového mikroskopu na pielomu 19. a 20. stoleti. Nevyuzité spermie,
neprobéhne-li ejakulace, degeneruji, odumiraji a nasledné¢ se resorbuji (Kliment a kol.,
1983).

Daji se stanovit 3 zdkladni funkce spermie, dopravit se na misto oplozeni, proniknout
pies zonu pellucidu a coronu radiatu a predat otcovsky geneticky material. (Kliment a kol.,
1983).

3.6.2 Spermatogeneze

Vysledkem spermatogeneze, k niz dochazi v semenotvorném kanalku, je spermie
(Louda a kol., 2007; Zemanova a kol., 2005). Dochazi k pfeméné kmenovych bunék, tzv.
zarodecnych epitelovych bunék na spermie (Reece, 1998). Proces spermatogeneze je velmi
citlivy na vlivy (latky a faktory), jez ji mohou ovlivnit, které se na jiném organu v téle ne-
musi projevit. Pfitom varle se samotné snadno regeneruje a adaptuje (Zemanova a kol.,
2005).

Pro spermatogenezi je potfebna niZsi teplota, nez je teplota téla. Ta je zajiStovana tés-
nym kontaktem zily a tepny (meandrovité stocené) vychazejici z varlete — jinak feceno,
zilna krev vychdazejici z varlete ochlazuje tepennou krev vstupujici do varlete a tim ochla-
zuji varlata (Reece, 1998). Pokud je teplota okoli po delsi dobu nad 25 °C nebo pod 6 °C
tak dochazi k porucham spermiogeneze (Louda a kol., 2007). Pokud je byk starsi 2 - 6 let,
dochazi u néj ke snizeni spermatogeneze (Hahn a kol., 1969).

Struc¢né lze charakterizovat spermatogenezi jako proces dvou druhi déleni. Prvnim je
mitdza, pii tomto déleni u nove vzniklych bunék setrvava diploidni pocet chromozomu (2n
pocet chromozomtl). Naopak u meidzy, druhého typu dé€leni, ma nové vznikla buiika ha-
ploidni (poloviéni) pocet chromozomii (n poéet chromozomtl) nez buiiky pii mitotickém

déleni (Reece, 1998).
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Jak jiz bylo zminéno, na zacatku déleni bunka obsahuje jeden par chromozomt. Kazdy
Z chromozomu je slozen z 2 chromatid spolu spojenych a tim maji duplikované geny (Ree-
ce, 1998). Matetské semenné bunky tzv. spermiogonie jsou vychozim staddiem spermato-
geneze, které vznikaji mitotickym délenim ze zarode¢nych bunék - gonocytl. Ze spermio-
gonie, u bazalni membrany kanalkd, je odd€lena spermatogonie A, kterd migruje Sertoliho
bunikami do vrstvy bun€k u dutiny kanélku, se déli a vznika nékolik spermiogonii typu B
(Reece, 1998; Véznik a kol., 2004). Z jediné spermatogonie A u byku vznika 64 spermatid
(Reece, 1998). Dalsim dé€lenim se tvofi mladé primarni spermiocyty 1. fadu s diploidnim
poctem chromozomt. Probihajici meiotickd profdze (ma stadia: preleptotenni, leptotenni,
zygotenni, pachytenni a diplotenni) je po ukonceni nahrazena diakinezi a buiika se zac¢ina
vietenovité délit. Tyto stadia déleni se nazyvaji: premetafiaze, metafize, anafaze a teloféze,
na jejichz konci vzniknou dva sekundarni spermiocyty s haploidnim poctem chromosomi
(dveé spojené spermatidy prislusného chromozového paru (Reece, 1998)) a jednim sex-
chromozomem. Jeden s X a druhy s Y chromozomem (Vé&znik a kol., 2004).

Pokracujici druhd faze meiotického déleni spermiocytt II. fadu ma stadia: interkineze,
profaze, metafaze, anafaze a telofaze. Konecnym délenim vzniknou dvé spermatidy, ty se
dale ned¢li, naopak u nich dochézi k morfologické preméné, tzv. spermiohistogenezi nebo
spermatheliézi (V&znik a kol., 2004). Dojde k oddéleni chromatid a vytvofeni dvou dupli-
citnich souborli gent. Z tohoto faktu Ize diagnostikovat, Ze z matetské spermatogonie ma
kazda nové¢ vzniklad spermatida polovinu genil. Tento proces zmén miZeme nazvat spermi-
ogenezi. Jelikoz dochazi k dozravani spermie, vytvaii se u ni bi¢ik (flagellum) jez bude
posléze zajiStovat spermii pohyb. Zatim jsou jeSté nepohyblivé, pfesunovany jsou tekuti-
nou ze semenotvornych kanalku a rete testis a pohyby varlete do nadvarlete (Reece, 1998).

Aby doslo k findlni podobé spermie, musi spermatidy projit nasledujicimi stadii:

- inicidlni (SI) - témét bezezmén

- golgi-faze (SG) - akrozoém vznika aktivaci golgiho aparatu

- Cap-faze (SK) - faze tvorby Cepicky

- stadium akrozému (SA) - soucasné se uvolni zbyla cytoplazma, vytvoii se spojovaci
¢ast biciku a dojde ke konecné morfologické premeéné. V lumen kandlku biciky vytvafi
kompaktni kartacovy lem (Véznik a kol., 2004).

Frekvence iniciace germinativniho cyklu trva u byka 13,5 dne, podle Reece (1998)

tento cyklus trva 14 dni. Primérné délka spermiogeneze u byka trva 42 dnti, podle VéZznika
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a kol. (2004) a podle Reece (1998) trva 64 dnii. Byk denné& produkuje piiblizng 6 x 10°
spermii (Reece, 1998).

Ke spermatogennim cyklim dochazi kontinudln¢ a to stiidanim celkem 14 segmenti
semenotvornych kanalka. Timto procesem jsou tvoieny tzv. spermatogenni viny, jez mu-

zou v kazdém z kanalkli probéhnout minimalné 15x (Reece, 1998).

3.6.3 Morfologie spermii

Spermie je diky své stavbé schopna samostatné Zit, jeji funkce v pfenosu genetického
materialu z plemenika do plemenice (na potomka), ktera je ulozena v jadie, ma vliv i na
koneény tvar hlavicky spermie (Vé&znik a kol., 2004). Zajimavy nazor ma Freneau et al.
(2010), Zze morfologie spermii je odrazem zdravi semennych vacku.

Tvar hlavicky je, z pohledu zpiedu jako vaji¢ko a z profilu pfipomina hrot psaciho pe-
ra, v bazi Siroka, postupné se klinovité¢ zuzujici k apikalni ¢asti a apikalni ¢ast opét Sirsi
(Kliment a kol., 1983; Véznik a kol., 2004). Jadro hlaviéky je vyplnéno nukleoplazmou a
je nositelem otcovského dédi¢ného materialu tzv. DNA (Kliment a kol., 1983). Hlavicka je
nasazena na krcku s pfednim uzlikem (proximalni centriol), na zadni uzlik nasedé spojova-
ci ¢ast biciku (distalni centriol), na jejimz konci je umistény prstenec. Bi¢ik je vnoien do
tzv. implanta¢ni ryhy na bazélni ¢asti hlavicky. SlouZi jako jakysi kloubek. Od prstence
pokracuje jen hlavni ¢ast biciku se zuZenym zakon€enim. Bicik je tvofen stoCenymi duty-
mi vldkny. I kdyZ se tvar hlavicky li$i mezi jednotlivymi druhy zvifat, taktéz se lisi 1
v ramci druhu, jeho zakladni tvar je v kazdém samci geneticky zakodovan (Kliment a kol.,
1983; Véznik a kol., 2004). Morfologii spermii zdokumentovalo jiz mnoho autor napf.
Barth a Oko (1989), Frenceau et al. (2000), Holroyd et al. (2002).

Na hlavicce je akrozém Cepickovitého tvaru, ktery obklopuje predni ¢ast jadra a udava
tvar hlavicky (Kliment a kol., 1983). Vznika z komplexu bunéénych organel, tzv. Golgiho
aparatu. Je slozen z 2 vrstev, jedné pfiléhajici k membrané jadra a vné&jsi lezici pod
plazmatickou membranou. Prostor mezi t€émito dvéma vrstvami vypliluje akrozomalni
hmota. U kazdého zivoc¢isného druhu se lisi velikost a zakonéeni akrozomu. By¢i spermie
ma akrozOmem pokrytou proximdlni ¢ast hlavicky (pokryva piiblizné 52 % dlouhé osy
hlavicky) a je zakonCena nerovnomérnym spojenim obou vrstev akrozému do meésickovi-
tého tvaru (Kliment a kol., 1983; Véznik a kol., 2004). Zbytek hlavicky, jeji zadni Cast je
pokryta postakrozomovou ¢epickou nazyvanou kalisek. Za normalniho stavu neni akrozém

témer viditelny. To se vSak zméni, pokud dojde k naruSeni jeho cytoplazmatické membra-
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ny: za¢ne absorbovat vodu a zvétsi sviij objem (Kliment a kol., 1983). Roberts et al. (2010)
hodnotili faktory, jez ovliviiuji morfologii spermii, sperma bylo odebrano ve 320 dnech
véku a hodnotili normélni a patologické stavy. Mnozstvi patologickych spermii stanovil
Lagerl6f (1934) na 18 %, Goetz (1949) na 20 % a Anderson (1945) uréil rozmezi 20 — 25
% patologickych spermii a Eibl (1959) o néco méné 15 — 20 %. Vyskyt zmén na spermiich
je velmi diskutovanym tématem mnoho let, jednim z prvnich badatelt, ktefi sestavili klasi-
fikacni kategorie je Lagerlof (1936).

Z ptevazné Casti je spermie tvofena bilkovinami. Nejvice argininem a mensi zastoupe-
ni ma histidin, lyzin, tryptofan, fenylalanin, metionin, treonin, isoleucin, valin, tyrozin,
Cystin, serin, kyselina glutamova a asparagova. Mineralni latky tvoii 2 % z celkové hmot-
nosti, obsahuje také né€které enzymy. Téméf jednu Ctvrtinu (20 — 25 %) obsahu spermie
zaujima susina (Kliment a kol., 1983).

Rozméry spermii dle Véznika a kol. (2000) s porovnanim od Klimenta a kol. (1983)
jsou nasledovné: délka hlavicky je 9,11 / 8 - 10 um a Sifka 5,05 / 4,25 um. Délka spojovaci
¢asti bi¢iku je 14,8 / 14,84 um a hlavni ¢asti je 45 - 50 um, udavaji oba autoti shodné. Cel-
kova délka byva v rozmezi 68,9 - 73,9 / 72 pm.

3.6.4 Akrozomalni reakce

Cerstvé ejakulované spermie savci nejsou schopny ihned oplodnit vajicko. Musi
nejdiive néjaky Cas setrvat v déloze nebo ve vejcovodu. Poté, po n€kolika hodinéch docha-
zi ke kapacitaci spermii. Kapacitace neboli schopnost pohybovat se vptfed (progresivnim
pohybem) umoZiiuje spermiim dosdhnout akrozomalni reakce a tim oplodnit vajicko
(Yanagimachi, 1994). K penetraci dochazi pfi kontaktu s vajickem (Kliment a kol., 1983) a
to ptimo na zoné pellucidé nebo mimo oocyt, kde vznikne prvotni vazba (Louda a kol.,
2007). Reakce pokracuje vnofenim spermie do oocytu, dojde k rozpadu akrozomové mem-
brany a uvolni se akrozomalni enzymy (Kliment a kol., 1983). Aby mohla spermie vnik-
nout pies zonu pellucidu, musi obohatit progresivni pohyb o otaceni kolem své podélné
osy. K oplozeni dochazi v horni ¢asti vejcovodu, kde se také progresivni pohyb ustali a
zméni se na kruhovy (Louda a kol., 2007).

Stanoveni akrozomalni integrity (celistvosti) je soucasti kritérii hodnoceni kvalitativ-
nich ukazateld ejakulati. Pravé na akrozomu dochazi k fertilizaci a nasledné ke kapacitaci
spermii, tedy na jejich membrané (Véznik a kol., 2004; Louda a kol., 2007). Prub¢h ak-

rozomalni integrity hodnotil i Correa et al. (1997). Yanagimachi a Usui (1974) zjistili, ze
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ke kapacitaci neni potiebny Ca?" v mediu, avsak po jeho pfidani do média nastoupila ak-
rozomalni reakce do 10 minut. Podobné i pfidavkem heparinu doslo ke zefektivnéni kapa-
citace u byc¢ich spermii (Parrish a kol., 1988; Park a kol., 1989).

V pribéhu kapacitace a akrozomové reakce se uvolnuji nékteré bilkoviny a dale mi-
gruji. Jejich lokalizaci a identifikaci Valentovi¢ova a kol. (2005) testovali pomoci mono-
klonalnich protilatek (mAbs). Soucasné s tim testovali vliv danych protilatek na akrozo-
malni reakci bycCich spermii. Vysledky ukazali, Zze Zadné z protilatek nestimuluje akrozo-
movou reakci u kapacitovanych bycich spermii. Pouze jedina protilatka inhibovala Groven
akrozomové reakce na 20 %. Zavérem lze konstatovat, ze vliv protispermiovych protilatek
na akrozdmovou reakci pravdépodobné zavisi na konkrétni molekule rozpoznané protilat-
kami a jeji vyznam v procesu kapacitace a akrozomové reakce.

K poskozeni akrozému dojde velmi snadno, napiiklad patologickymi zménami po-
hlavniho ustroji, zménou tlaku, teploty a pH, déle fedénim a konzervaci. Za téchto okol-

nosti ztrati oplozovaci schopnost (Kliment a kol., 1983).

3.6.5 Metabolismus spermii

Spermie tvoti buné¢nou slozku semene. Jeji prednosti je schopnost zit mimo své ,,do-
maci“ prostfedi. Vysledkem metabolismu spermii je energie, jez je potiebnd pro motilitu
spermii (V&znik a kol., 2004). Postupné se autofi zabyvali mySlenkou, odkud se bere ta
energie. Zjistili, ze ji vytvaii mitochondrie oxidaci (Hogenboom, 1955). Vznikla energie je
potfebna v riznych ¢astech bunky, proto je potfeba transportni latky, ktera ji bude piena-
Set. Nejdulezitéjsi je kyselina adenosintrifosfore¢na (ATP), vytvari tzv. makroergickou
vazbu, coz jsou snadno se §tépici chemické vazby s velkym obsahem energie. V burice jsou
mista, kde je zna¢na potieba ATP, proto se na nich vyskytuji mitochondrie, jelikoz zasta-
vaji hlavni funkci v syntéze ATP. Samotny pfenos energie spoc¢iva v preméné hydrolyzou
ATP na ADP (adenosindifosfat). Spoustécem této vratné reakce je enzym adenozintrifosfa-
taza (ATPasa), ktera se vyskytuje v bic¢iku spermie (Véznik a kol., 2004).

Véznik a kol. (2004) stanovuje dveé stézejni metabolické reakce, z nichz spermie zis-
kava energii, jsou jimi fruktolyza a respirace. Aerobni pfeména (oxidace) je zavisla na mi-
tochondriich naopak anaerobni $tépeni glukdzy miize probihat nespecificky. Vznikla ener-
gie se schraniuje do makroergickych vazeb béhem vzniku ATP z ADP a néslednym Stépe-
nim ATP se energie popusti a miiZe byt dale vyuZita spermiemi, napiiklad aktivace pohybu

bi¢iku. Jednoduché slovni schéma kolobéhu ATP a ADP v burice: vV mitochondriich oxida-
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tivni fosforylaci vznikne z ADP ATP, to prostupuje do bunéénych ¢&asti, jako je jadro a
ribozomy, kde je energie spotifebovana, zpétné dojde k defosforylaci a ATP se zméni na
ADP a to, navracené v mitochondriich, opakuje cely proces. Z bi¢iku se také uvolnuje
mastna kyselina, jejiz oxidace dava spermiim moznost respirace a pohybu (Kliment a kol.,
1983).

Druhou moznosti jak nabyt energie je respirace (dychani). Principem je pieména kyse-
liny mlécné na kyselinu pyrohroznovou a nasledné na COz a H20. Krajni moznosti je oxi-

dace intracelularniho zasobniho materialu (Véznik a kol., 2004).

3.6.6 Motilita spermii

Smyslem tohoto vySetfeni je zjistit mnozstvi pohybujicich se spermii. Vysledné hod-
noty udavame v procentech, bud’to z vypocétu pohybujicich se spermii nebo bodovym od-
hadem. Ejakulat je nutno pted stanovenim natedit. Pro byky je pouzivam fyziologicky roz-
tok pufrovany fosfatovym pufrem na hodnotu pH 6,8 a na koncentraci 100 000 spermii/ml.
Hodnoceni musi probihat na pfedem vyhiatém podloznim sklicku, o teploté 35 — 37 °C
(38,5 °C), kde kapicku ejakulatu pozorujeme pod krycim sklickem pii zvétSeni 200 - 400x.
Pro vétsi presnost se sleduji 3 zornd pole, na kazdém se sleduje i charakter pohybu a to ve
smyslu sméru a velikosti kmitu hlavicky spermie. Pro nas prvotfady je progresivni pohyb
vpied. Kolem své podélné osy vykona spermie 3 - 15 otacek/s (Kliment a kol., 1983; Hofi-
rek a kol., 2009). U byka je minimalni mezni hodnota pro pouziti v inseminaci 70 %. Tole-
ruje se 60 % motilita u zacinajicich mladych byku (Hofirek a kol., 2009). Za nezadouci
pohyby povazujeme: kruhovy, trhavy ¢i pferuSovany, oscila¢ni (na miste) a pripadné proti-
smérny (Véznik a kol., 2004). Avsak pro oplozovaci schopnost neni dilezita pouze rych-
lost pohybu, ale spiSe jeho trvanlivost. Primérna rychlost by¢i spermie je 7,3 mm/min.
(Kliment a kol., 1983). Motilitu narusuje tzv. aglutinace (shlukovani) spermii (Hofirek a
kol., 2009).

Moznosti stanoveni motility je také pomoci trajektorie zvané LUCIA. Systém vyuziva
snimani 10 obrazl v odstupech 2,4 s a nasledn¢ vyhodnoti mnoZstvi pohyblivych a nepo-
hyblivych spermii. Minimalné musi byt zhodnoceno 200 spermii (Véznik a kol., 2004).

Dalsi objektivni analyzou je poloautomaticka pocitacova metoda CASA. Ta se zacala
pfiblizn€ od roku 1986 vice vyuzivat pro hodnoceni kvality spermii (Holt, 1996). Obraz je
sniman opticky a v digitalni formé& je pfendSen do pocitace ve form¢ pixeld. Kromé pohyb-

livosti je analyzovana také draha spermie. Stanovuje se 8 parametrd pohybu a podle nich

-29.-



se rozdeluji do 3 kategorii na nepohyblivé, lokdln€ pohyblivé a pohyblivé. Pohyblivé se
jesté déli na nelinearné pohyblivé, hyperaktivni spermie a cirkularné pohyblivé (Véznik a
kol., 2004). Tuto stejnou metodu zkombinovali Penfold et al. (1998) s prutokovou cytome-
trii spermie X a Y. Pohyb se lisil dle koncentrace, pfi niz§i hodnoté byl sledovan pohyb
rychlejsi a rovnéjsi vpted. I kdyz je chromozom X vétsi nez chromozom Y, tudiz obsahuje
vice DNA, nezjistilo se, ze by méli rozdilnou rychlost pohybu (Johnson et al., 1989). Ale
diive nez dosli k tomuto zavéru, predpokladali, ze se rychleji bude pohybovat mensi sper-
mie s chromozomem Y (Johnson, 1992). Poprvé popsal separaci X a Y chromozomu dle
obsahu DNA Cran et al. (1993). Nakonec zjistili, ze spermie s chromozomem Y se nepo-
hybuji rychleji nez spermie X (Penfold et al., 1998).

Pomoci Thomovy komirky se zjist'uje rychlost pohybu spermii, tzv. test propulsivity.
Smyslem této analyzy je doba, za kterou se promigruje 100 spermii obéma sméry méfenym
prostorem (0,05 x 0,02 mm). Opét je pouzivana koncentrace 100 000 spermii/ml, v¢etné
pufru a hodnoty pH jako v zakladni metodé¢ (fosfatovy pufr a pH 6,8). Primérna rychlost
spermii pro byky je 80 um.s (Véznik a kol., 2004; Hofirek a kol., 2009).

3.7 Inseminace

Historie umélého oplodnéni saha az do 14. stoleti do arabskych zemi, kde byl prove-
den prvni pfenos semene do n€kolika klisen (Kliment a kol., 1983). Dalsi klisna byla umé-
le oplodnéna v 17. stoleti S. Wammerdamem. Posléze se Leeuwenhoek zajimal o samotny
oplozovaci dégj, ale specifikovan byl az o 150 - 200 let pozdé&ji. V 18. stoleti prob&hly dalsi
uspesné inseminace klisen Hunterem. Nenechalo se dlouho ¢ekat do 19. stoleti a metodu
umélého oplodnéni zacali badat 1 humanni 1ékati. Na zacatku 20. stoleti v Dansku odebrali
sperma do specidlniho kondomu vyrobeného z mocového méchyte prasat a nasledné jej
stiikackou importovali do délohy klisny v dobé¢ fije. O 3 roky pozdé&ji byla prvni zminka o
fedéni, Hofmann zacal fedit sperma Cerstvym mlékem. Predchiidce umélé vaginy vymyslel
Amantea v roce 1914. Prvnim vyznamnym védcem a prikopnikem s prokazatelnymi vy-
sledky inseminace byl Ivanov. Od této doby se zacala velmi rychle rozsifovat a predevsim
v poslednich 30 letech 20. stoleti a rozsifila se u vétsiny druht hospodaiskych zvirat (Kli-
ment a kol., 1983). A v roce 1947 byly zaloZeny prvni inseminaéni stanice (Hofirek a kol.,
2009).
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V Ceskoslovensku v roce 1919 profesor Sigmund inseminoval klisny a pozd&ji vydal
knihu "Umélé oplozovani savci". Kravy byly poprvé inseminovany v roce 1936 Klobou-
kem a poté Pfibylem. AZ po roce 1949 doglo v Ceskoslovensku k celostatnimu rozvoji in-
seminace (Kliment a kol., 1983).

Pro rozvoj uzitkovosti hospodaiskych zvifat je dualezita fizend reprodukce (ma-
nagement). Pies 50 let se po celém svété umela inseminace vyuziva ke zlepSeni genofondu
uzitkovych vlastnosti zvirat a veterinarni péce o reproduk¢ni proces a vyuzivani biotechno-
logickych metod fizeni reprodukce (Zemanova a kol., 2005). Proto je inseminace mraze-
nym spermatem velmi rozsitend v chovu skotu (Iritani, 1980).

Kladny ekonomicky vyznam ma inseminace ptedevsim ve snizeni poctu byki, potieb-
nych pro danou uroven reprodukce, ddle zamezeni pohlavnich nakaz, tedy zlepSeni zdra-
votniho stavu (Hofirek a kol., 2009). Diive byla inseminace povazovana za drahou a ¢aso-
v€ naro¢nou metodu, ale jelikoz byla velkym ptinosem pro chovatelskou ¢innost, snazili se
vymyslet co nejjednodussi presnou a spolehlivou metodu posuzovani (in vitro) potencio-
nalni plodnosti byki, jako je tomu dnes (Gillan et al., 2008). Pfesto se s inseminaci vice
setkavame u stad s mléénou produkci nezli u stad bez trzni produkce mléka (BTPM), kde
prevlada ptirozend plemenitba, pokud se nejednd o Slechténi plemennych bykua. Prvni od-
bér 1ze u byka provést ve véku 10 - 12 mésicti véku a do plemenitby se mize zatadit ve
véku 14 - 16 mésicti. U dojeného skotu se pfirozena plemenitba pouziva u problémovych
krav (Louda a kol., 2007).

Podle zakon ¢. 154/2000 Sb. O Slechténi, plemenitbé a evidenci hospodatskych zvitat
musi kazdy byk majici ptisobit v plemenitb¢, at’ pfirozené ¢i inseminaci, po zékladnim vy-
béru, byt bonitaén¢ ohodnocen specidlni vybérovou komisi, jez je urena ptisluSnym sva-
zem chovatel. Takovému byku bude udélena licence — ,,statni registr plemenného byka“
jako celozivotni oznaceni, které se zaznamenava na ID a do karty plemenic. Ejakulat mtze
byt zpracovan, splituje-li pozadavky vyhlasky Mze CR 471/2000 Sb. (Hofirek a kol.,
2009).

Pfi vymezovani slechtitelského programu by méla byt podminka vyuzit 20 — 25 % (30
%) ID (inseminacni davka) od mladych byku, tzv. testovaci pfipafovani. Mladi byci nesmi
byt starsi 24 mésica (Urban a kol., 1997). Pokud ma byk nizsi oplozovaci schopnost, tak
Vv pfirozené plemenitbé zplodi méné potomki nezli v inseminaci, ale jejich plodnost bude
také nizs$i. Tomuto se déje predevsim u dojenych plemen, u masnych se sleduje natalita

(Louda a kol., 2007).
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ID se davkuji do pejet o objemu 0,25 nebo 0,5 cm?3, na které musi byt zaznamenano
plemeno, jméno byka, statni registr, datum odbéru, zkratka zemé¢ a Cislo stanice. Z jednoho
odbéru lze vyrobit 1 300 ID. Aktivita spermii by neméla byt nizsi nez 40 % a uchovavaji se
v tekutém dusiku -196 °C. Toto je zpisob pouziti mrazeného sperma. Miize se vSak inse-
minovat i Cerstvé sperma (spotieba ihned) nebo chlazené (kratkodobé uchovani, napt. pro
ptevoz k plemenici) (Louda a kol., 2007).

Metody inseminace jsou rektalni, vaginorektalni ¢i vaginalni (Kliment, 1983).

3.7.1 Odbér ejakulatu u byku

Pti odbéru ejakulétu je dulezité ziskat cely objem v ¢istém stavu, neporusit zZivotnost
spermii, jejich morfologii a plodnost, zabezpecit zdravotni stav a plodnost plemenika vli-
vem nepfiznivych vlivli a preruSenim piirozené plemenitby snizit moznost Sifeni pohlav-
nich ndkaz. Bylo nutné vynalézt nejlepsi technologii odbéru, ktera by se prizpusobila indi-
vidualité plemenika. V historii "vybirali" sperma ru¢né z pochvy samice, ndstupcem byla
sucha a Cista moiska houba, ale nebyly zajistény kvalitativni podminky (Kliment a kol.,
1983).

Dulezité je dbat na hygienu prostfedi, ve kterém se odbér provadi, i na pomucky pro
odbgér, jelikoz ovliviuji kvalitu odebraného spermatu (Hofirek a kol., 2009).

Dnes zname 3 zpusoby odbéru ejakulatu u bykl a to pomoci zkracené umelé vaginy,

elektroejakulaci a masazi ampuli chamovodu.

3.7.1.1 Umé¢la pochva

V dnesni dobé nejcastéji pouzivd metoda odberu ejakulatu je zkracend, 30 cm dlouha
um¢la vagina s jednorazovym sbéra¢em (Louda a kol., 2007). Musi kopirovat fyziologické
prostiedi pochvy samice (teplotu, tlak a kluznost). Prvni prototyp umélé vaginy zkonstruo-
val Milovanov v roce 1931 (Kliment a kol., 1983).

V dob¢ odbéru by méla mit uméla vagina vnitini teplotu 38 — 40 °C, Hofirek a kol.
(2009) uvadi teplotu 39 — 42 °C, proto se do mezistény vaginy nalije p¥iblizng 100 cm?®
vody 0 néco vyssi nez je dana teplota. Uvniti vlozeny savy sterilni papir slouzi k zachyceni
povrchovych necistot z umélé vaginy. Jesté se na dobu pted pouzitim vklada do 40 °C ter-
mostatu. Nakonec se vnitfek umélé vaginy vymaze sterilni vazelinou pomoci sterilni tyce a
dofouknutim se vnitini tlak upravi na hodnotu cca 530 kPa a na jednorazovy sbéraC se na-
sadi molitanova izolace o teploté 35 °C (Kliment a kol., 1983; Bouska a kol., 2006; Louda
a kol., 2007).

-32-



Pro zamezeni znecisténi spermatu po odbéru Usti vaginy smétujeme dold. V laboratofi
poté dochézi k posouzeni kvality. Jesté ve sbéraci se semeno natedi a postupné se zchladi
(provede se tzv. ekvilibrace) (Louda a kol., 2007).

Pro vlastni odbér se pouziva atrapa (klidni byci stéidajici se po 4 odbérech nebo fan-
tom), ktera nahrazuje fijici se plemenici, ptipadné plemenice ¢i jiny byk (Kliment a kol.,
1983; Louda a kol., 2007). Pied i po kazdém odbéru se desinfikuje zad’ atrapy a peclive se
osusi. Predkozka musi byt také peclivé omyta vlaznou vodou a mydlem a osuSena bunici-
nou. Pii dostate¢ném vydrazdéni se necha byk skodit a dorazit (Louda a kol., 2007). Doraz
trva piiblizné 1 s, ale je silny a odbérovy technik si musi dat pozor, aby mu byk umélou
pochvu nevyrazil z ruky (Hofirek a kol., 2009). Odbéry se provadéji v piedem urcenou
dobu minimalné 3 hodiny po nakrmeni. Cetnost odbéri je optimalné 8 — 14x za mésic,
zohlediiuje se vSak vek, neurokonstituéni typ, kondice a zdravotni stav. Mladi byci do 2 let
véku se odebiraji 1x za tyden (Louda a kol., 2007).

Postup fadného vycisténi umélé vaginy po kazdém pouziti popisuje profesor Louda a
kol. (2007). Nejprve se proplachne horkou vodou, vykartacuje ve 2 — 3 % sodného roztoku
a vydezinfikuje se. Nasleduje opétovny proplach horkou vodou a vysuSeni. Nakonec se

vnitfek vydezinfikuje 96 % alkoholem a na 5 minut se 0zafi germicidni zativkou 15 W.

3.7.1.2 Elektroejakulace

Je to pasivni zpisob odbéru drazdénim michy (Kliment a kol., 1983). Nejcast&jsi pou-
Ziti této metody je v piipadé, Ze zlepSujici byk neni ze zdravotnich diivodl schopen odbéru
umeélou vaginou. Pfi tomto zptsobu odbéru dochazi ke zvySeni pH na 7,0 — 7,4 (zvySenim
produkce uretralnich z1az), snizuje se aktivita spermii obsahem fruktézy (Louda a kol.,
2007) a nemusi ani dojit k erekci (Kliment a kol., 1983).

Do rekta do oblasti semennych vacki zavedené tyCové elektrody o napéti 3 — 20 V a
intenzité 40 - 60 mA vyvolavajici ejakulaci (Louda a kol., 2007). Dle Hofirka a kol. (2009)
muze byt napéti maximalné do 100 V a intenzita az do 150 mA (zaciné se na intenzité 50
mA po dobu 10 s), coz je oproti udajim Loudy a kol. (2007), dvou az tii nasobek. Ptipadné
se da vyuzit i prstencovych elektrod. Proces se opakuje 3 — 5x po dobu 3 — 5 sekund
(Louda a kol., 2007).

3.7.1.3 Masaz ampuli chamovodu
Je to nejméné vyuzivana, rektalni metoda odbéru spermatu u bykl a to pouze pro dia-

gnostické ucely. Odebrané sperma je mén¢ kvalitni (Louda a kol., 2007). Lze vyvratit na-
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zor, ze by byl ejakulat méné kvalitni, jeho objem je vyssi nez pii odbéru umélou vaginou,
ale koncentrace spermii je niz$i. Idedlni je pro bakteriologické vySetieni ¢i vySetieni po-

ruch plodnosti (Hofirek a kol., 2009).

3.7.1.4 Odbér ejakulatu krvavym zptisobem

Tuto metodu popisuje Kliment a kol. (1983) jako chirurgicky zakrok. Ze vzniklé pisté-
le se sklenénou nadobkou odebere Cisté semeno z nadvarlat bez pifimési pridatnych po-
hlavnich zlaz.

Pro experimentalni ucely se pouziva odbér ejakulatu punkci z ocasu nadvarlete (Kli-

ment a kol., 1983).

3.7.2 Hodnoceni spermatu

Jednim slovem spermatoanalyza, diky niz zjistime 1 funk¢éni uroven pohlavnich orga-
nl. Zaroven si zkontrolujeme zdravotni stav a poruchy plodnosti jedince i stdda (Véznik a
kol., 2004). Toto zakladni spermiologické vySetieni je dulezité pro nasledné pouziti ejaku-
latu pro tvorbu ID (Kliment a kol., 1983).

Je skutecnosti, Ze se v mlécné populaci skotu zvysil zdjem o hodnoceni bycich sper-
mii, tedy plodnosti, a to z divodu klesajici uspésnosti inseminace (Karoui et al., 2011).

Barva, konzistence, pach a dalsi slozky hodnoceni jsou druhové specifické. Prezvy-
kavci myvaji mensi objem ejakulatu s vys$si koncentraci spermii oproti vSezraveim a li-
chokopytnikiim (Marvan a kol., 2007).

Pro hodnoceni kvality ¢erstvého ejakulatu se pouzivaji laboratorni metody (Kliment a
kol., 1983). Zadn4 z nich vSak neni spolehliva k posouzeni plodnosti byka, proto se pouZi-
va komplex zkousek (Hofirek a kol., 2009). Provadi se pfed zafazenim byka do plemenit-
by. Délime je na makroskopické, mikroskopické, biologické a biochemické hodnoceni.
Soucasti jsou 1 morfologické zmény spermii, mikrobiologické vySetfeni a fyzikalné-
chemické zkousky (Kliment a kol., 1983; Louda a kol., 2001; Bacinoglu et al., 2008). Zi-
votaschopnost hodnotil Januskauskas et al. (2000).

Tato vySetfeni jsou dilezita pro vylouceni ndkaz a chorob u plemeniki. Musime se fi-
dit pozadavky na kvalitu dle normy CSN 46 7111 ,,Sperma byka* datovanou k srpnu 1996
a dle Statni veterinarni spravy CR ze dne 5. 5. 1994 v metodickych pokynech ¢. 4 (Véznik
a kol., 2004; Hofirek a kol., 2009).

Cerstvy ejakulat nesmi obsahovat patogenni zarodky ani plisné (max. 5000 nepato-

gennich mikroorganismt v ID). Hodnoceni provadi Statni veterinarni ustav. Vzorek ve
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sterilni pipeté o objemu 1 - 1,5 cm® musi byt pro bakteriologické vysetfeni dorucen do 6
hod po odbéru, pro mykologické vysetieni do 3 hod po odbéru. Pro identifikaci se uvadi
registr byka a protokol obsahujici ¢. plemenika, majitele, datum a misto odbéru, dtvod
vySetieni (Louda a kol., 2001).
Véznik a kol. (2004) taktéz rozd€luje analyzu na tyto kategorie:
- Orientacni revize semene (pro zjisténi objemu, barvy, pachu, obsahu pfimisenin,
hustoty, aktivity a morfologického obrazu).
- Funk¢ni vySetfeni spermii (porovnavaji se hodnoty z momentalni doby a poté po
120 minutach — testem prezitelnosti a to: aktivita, procento zivych spermii, rych-
lost pohybu, aktivita endogennich reduktaz a barveni).
- Test produkce testosteronu (porovnani zakladni hladiny testosteronu s hladinou po
90 minutach pfi aplikaci GnRH).
- Funk¢ni posouzeni pohlavnich organti (opakované vySetfeni hladiny testosteronu
vV rozmezi 14 dnii postupem jako piedchozi test).
Tradi¢ni posouzeni in vitro kvality ejakulatu zahrnuje subjektivni posouzeni motility,
odhad podilu spermii s normalni morfologii a odhad koncentrace spermii v 1 davce.

Jsou zakladnimi standarty pro ID (Rodriguez-Martinez, 2000).

3.7.2.1 Makroskopické hodnoceni

Provadi se ihned po odbéru ve sbéraci pomoci smyslového hodnoceni. Hodnoti se na-
sledujici (shrnuti nazord Louda a kol., 2001 a 2007; Véznik a kol., 2004; Bouska a kol.,
2006 a Marvan a kol., 2007):

- Objem — je velmi variabilni dle mnozstvi semenné plazmy, méti se v kalibrovaném
valci na automatické laboratorni vaze — v gramech (1 g odpovida 1 ml ejakulatu (Hofirek a
kol., 2009)) (Kliment a kol., 1983; Louda a kol., 2001) a v dé€lené pipeté pro malé objemy.
Minimalni mezni hodnota pro byka je objem 4 ml a stanovuje se z celého ziskaného mnoz-
stvi, na rozdil od jinych zivocisnych druhti (Véznik a kol., 2004). Hodnotu 4 ml udava Ma-
rvan a kol. (2007) jako primérnou naopak Bouska a kol. (2006) a Kliment a kol. (1983)
zminuje minimalni objem 3 ml. Hodnotu 3 ml by mél vykazovat byk starsi 2 let, mladsi
zatim jen 2 ml ejakulatu. Kdezto primérny objem dospélého byka by podle Hofirka a kol.
(2009) mél byt 6 ml a rozmezi udava stejné jako Louda a kol. (2007) ato 3 - 12 cm?®.

- Konzistence, zrnitost- zjistuje se skrz prochazejici ¢i dopadajici svétlo, husté — dobré

kvality, neprihledné, smetanového, mirn¢ zrnitého vzhledu, shluky se pomalu pohybuji,
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shrnuto: hustd a zrnita. Ridké- $patné kvality, vodnaté, prisvitné, bez zrnitosti (Kliment a
kol., 1983; Louda a kol., 2001; Bouska a kol., 2006).

- Barva - proti svétlu, dobré- bélava — Sedobila ¢i mirné nazloutla (flavinova barviva
v krmivu), jednoduse fe¢eno mlé¢na az smetanova barva, Spatné je pokud je zbarveni Zlu-
tozelené Ci zelené, znaci to pfimés hnisu, moce a nezadoucich mikroorganismi ¢i krve
(Kliment a kol., 1983; Louda a kol., 2001; Bouska a kol., 2006).

- Pach - ¢ichem ve sbéraci, dobré — slaby specificky pach (kravské mléko-Cerstvé
nadojené), nazelenalé — mo¢, hnis-hnilobny (Louda a kol., 2001; Bouska a kol., 2006).

- Cizi pfimésky - idedlné bez-chlupy, vazelina, necistoty z predkozky, prach pisek,
neméli by byt viibec (Louda a kol., 2001; Bouska a kol., 2006). Jakékoliv pfimési jsou ne-
ptipustné (Hofirek a kol., 2009).

- pH — ptezvykavci maji mirné kyselé sperma, standardné 6,4 (6,5) — 7. Snizi-li se pH
pod 5,5 spermie odumfou. Proto sekrety z ptidatnych pohlavnich zlaz musi vyrovnat kyse-

lost v pohlavnim ustroji samice (Kliment a kol., 1983; Louda a kol., 2007).

3.7.2.2 Mikroskopické hodnoceni

Mikroskopické posouzeni ejakulatu se provadi jiz v laboratofi.

- Aktivita - Pfi hodnoceni aktivity se klade diraz na progresivni pohyb. Je to pohyb
smétujici za hlavickou, tzv. fertilizani schopnost Cerstvého ejakulatu. Posuzuje se smér a
rozsah kmita hlavicky). Louda a kol. (2001) i Bouska a kol. (2006) stanovuji stejnou mi-
nimalni pohybovou aktivitu, ktera by méla byt 70 %, pfi pouziti v inseminaci ¢i konzerva-
ci. Ovsem Louda a kol. (2007) také zminuje aktivitu jiz od 45 %. Vitalni degenerace sper-
mii je, pokud se zpomali pfimocary pohyb a zméni se na kruhovy, poté na pferuSovany az
pohyb ustane uplné. Mikroskopicky se ur¢i procento spermii s progresivnim pohybem.
Nezadoucimi pohyby jsou: kolébavy, kruhovy, na misté-zpétny a shlukovani (aglutinace)
(Kliment a kol., 1983). Schopnost pohybovat se progresivné hodnotili také jini autofi
(Zhang et al., 1998; Januskauskas et al., 2000).

- Vifivost - se zjiStuje z nativniho vzorku. Je to rychle se stfidajici pohyb ve vinéch.
Pohyb muize byt velmi rychly, pomaly nebo bez vifivého pohybu (Louda a kol., 2001).

- Hustota - koncentrace je mnozstvi miliont spermii v 1 mm?®. Lisi dle druhu zvifete i

véku. Zavisi také na funkéni aktivite semenoplodného epitelu varlat, zdravotnim stavu
plemenika, jeho pfipravenosti a na technice odbéru. Zjistuje se pomoci Biirkerovy komur-

ky (hemocytometricky (Véznik a kol., 2004; Hofirek a kol., 2009)), fotometricky nebo
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odhadem. Odhad se vyuziva v polnich podminkach pfi pfirozené plemenitbé. Dle hustoty
se déli na velmi husté, kde obsah spermii v mm? je nad 1,5 mil., husté: 1 - 1,5 mil. sper-
mii/mmd, stfedn& husté: 0,7 (0,5) - 1 mil./mm?® (hodnota 700 000 spermii/ml slouZi jako
zakladni ukazatel koncentrace pro inseminaci (Véznik a kol., 2004; Bouska a kol., 2006;
Hofirek a kol., 2009)), fidké: 0,2 - 0,7 (0,5) mil./mm?3, oligospermie (ojedinélé) pokud je
opakované nizka koncentrace spermii do obsahu 0,2 mil./ mm?3. V posledni fadé se mtze
vyskytovat i ejakulat bez spermii (aspermie), ani zivych ani mrtvych, obsahujici pouze
vymésky (Kliment a kol., 1983; Louda, 2001). Marvan a kol. (2007) udava mnozstvi sou-
hrnné (rozmezi 0,2 - 2 mil./ul) a tudiz se z vySe uvedenymi autory shoduje, taktéz i Louda
a kol. (2007) s hodnotami 0,8 — 2 mil./ul. Celkové mnozstvi spermii v ejakulatu byka se
pohybuje mezi 4 - 10 miliardami a Louda a kol. (2007) stanovuje rozmezi o néco vyssi na
5 - 15 miliard.

- Osmoticky tlak - popisuje se vysoka citlivost spermii na zmény osmotického tlaku.

Semenna plazma je isotonicka, pokud se vSak zvysi tlak, ustane pohyb spermie. Dojde k
bobtnani cytoplazmy a torzi bi¢iku. Proto se pfi fedéni musi volit fedidla stejné¢ho tlaku a
charakteru jako je plazma.

Jednoduchou a rychlou metodou k posuzovani osmotické rezistence spermatu by dle
Revell a Mrode (1994) mohla byt nasledujici: pokud Cerstvé sperma inkubujeme 40 - 60
min pii teploté¢ 35 °C ve fruktéoze ¢i citratu sodném, bude vysledna osmolalita 150
mOsm/kg. Naopak nafedény ejakulat s odstfedénym mlékem ¢i Zloutkem s pfidavkem gly-

cerolu bude mit osmolalitu 100 mOsm/kg.

3.7.2.3 Biologické zkousky ejakulatu

Budou dale popsany jako samostatna kapitola.

3.7.2.4 Biochemické zkousky ejakulatu
S vyuzitim dehydrogenac¢ni zkousky se posuzuje rychlost fruktolyzy k poctu pohybli-
vych spermii (Louda a kol., 2001).

3.7.2.5 Morfologické zmény spermii

Morfologické zmény zplisobuji poruchy plodnosti. Zemanova a kol. (2005) pii svém
pokusu stanovili hranici fyziologickych zmén na 20 %. Patologické zmény by vSak podle

Loudy a kol. (2007) nemély byt vyssi nez 5 %, vyjimecné az 20 %. Chceme-li sperma po-
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uzit, nesmi dle Klimenta a kol. (1983) i Hofirka (2009) obsahovat vic nez 20 % morfolo-
gicky abnormdlnich spermii.

Mikroskopicky byly hodnoceny vzorky od skupiny byku, berani a hitebcti. Z vysledka
vyplyva, ze vSechny sledované skupiny zvifat maji kvalitni ejakulat. Procento patologic-
té ze sledovanych skupin. Jako nejcastéjsi patologickou zménu Zemanova a kol. (2005)
uvadi oddé€leni hlavicky od trupu (biciku). Dalsi nejcastéjSi zmény jsou: retence cyto-
plazmatické kapky, torze bi¢iku, zlomeny bicik, svinuty bi¢ik a mala nebo velka hlavicka.

Pii morfologickém vySetieni musi mit veskeré pracovni nacini ptiblizné stejnou teplo-
tu jako vysetfované sperma. Fyziologicky roztok uréeny k fedéni by nemél vyvolavat dru-
hotné zmény, idedlni je roztok NaCl. Pomér fedéni se urcuje dle hustoty spermatu a to
v poméru od 1:1 az do 1:20 (Louda a kol., 2001).

Zmény vznikajici béhem spermatogenniho cyklu nazyvame zménami primarnimi. Do-
chézi pfi nich k degenerativnim formdm spermii, zménam tvaru hlavicky, na akrozomu, v
nukleoplazm¢, zménam tvaru bi¢iku apod. (Louda a kol., 2001). Dale vyvojové a tvarové
anomalie degenerativniho charakteru, patologické formy ve tvaru hlavicek, zmény na ak-
rozému, zmény v zadni ¢asti hlavicky, zmény na spojovaci casti, patologické zmény, ne-
zralé spermie, zmény v nukleoplazmé (Véznik a kol., 2004).

K sekundarnim zménam dochazi, pokud spermie delsi dobu pobyva v ocasu nadvarle-
te, béhem ejakulace, pfi nevhodna manipulace se vzorkem a piiprava preparatu. Méni se:

tvar hlavicky, akrozom a vznika torze bi¢iku (Louda a kol., 2001).

3.7.2.6 Mikrobiologické vysetieni ejakulatu (Mikrobiotesty)

Provadi se, pokud dojde ke kontaminaci pti odbéru (Louda a kol., 2001).

3.7.3 Redidla

Redidla musi spliiovat podminky prostiedi vhodné pro spermie, aby se nesnizila jejich
oplozovaci schopnost a to po dlouhou dobu a mohla byt pouzita pro vét§i mnozstvi pleme-
nic (Kliment a kol., 1983). Veskera hodnoceni a testy kvality nam vyselektuji kvalitni
sperma, od kvalitnich plemeniki. To se dale fedi riznymi fedidly, aby se navodilo vhodné
prostedi k jejich uchovani a vyzivé (Bouska a kol., 2006) a také pro ziskani vice insemi-
nacnich davek. U byka je pozadovana koncentrace spermii v 1 ml spermatu 10 miliént

spermii (Reece, 1998). Redit se miiZze pouze sperma o minimalnim objemu 3 cm® u dospé-
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lych byki nebo 2 cm® u byki mladych (Kliment a kol., 1983). Aby mohly byt spermie
uchovavany in vitro, vymysleli Phillips a Lardy (1940) zloutko-fosfatovy pufr.

Za prukopniky fedidel se povazuji télni tekutiny jako je lymfa, krevni sérum, sekret
semennych vacku a ze sklivce oka, dale mléko a tekuty bilek. Dle jejich charakteristik byly
Milovanovem v roce 1962 rozdéleny do tii skupin. Na extendor (pro zvétSeni objemu v
cerstvém stavu s vyuzitim 0,9 % roztoku NaCl), protektor (zvétSeni objemu, zajisténi vyzi-
vy a ochrany), implementor (protektor + ptiznivé ovliviiujici pohlavni organy samic a
oplozeni samotné). Dal$i Gspésna fedidla méla zaklad v glukoze s riznymi piidavky. (Kli-
ment a kol., 1983).

Redidla maji hlavni kol v ochran& spermii pfi chladovém $oku a podporuji kryokon-
zervaci. Pro prvni G¢inek je dilezity obsah slepi¢iho vaje¢ného zloutku, mléka nebo piida-
vek Tris (hydroxymethyl aminomethan) (Foote, 1970). Pouziti kravského mléka pro za-
chovani spermii uvedli i Thacker and Almquist (1951). V mléce ma tlumivy Gcinek, na
ztratu lipidové membrany, kasein (Bergeron et al., 2007). Pro zjednoduSeni mikroskopic-
kého pozorovani, byl ze zloutku oddélen cholesterol LDL (lipoprotein o nizké hustot¢),
jelikoz ma méné slozité chemické slozeni nez Zloutek a samostatné je pouzivan na fedéni a
udrzeni piezitelnosti spermii (Amirat et al., 2004).

Naopak kryokonzervace se neobejde bez glycerolu a cukri (kryoprotektiva) (Hofirek a
kol., 2009), jelikoz glycerol chrani spermie pied poskozenim (Garner et al, 1999). Jako
idedlni pro zmrazovani ejakulatu uvadi Rodriguez et al. (1975) koncentraci glycerolu 7 — 9
%. Awad (2011) se pokusil zaménit glycerol za kryoprotektanty s nizkou molekulovou
hmotnosti (methanol a ethylenglykol). Po kryokonzervaci pomoci analyzy CASA nezjistil
rozdil v pouziti methanolu nebo ethylenglykolu. Pfesto se Mocé a Graha, (2006) pokusili
otestovat ucinek CLC (kombinace cholesterolu + cyklodextriny), jez ptidali do nezfedéné-
ho, Cerstvého ejakulatu a tim potvrdili jeho kladny vztah pro vyssi preZitelnost spermii. A
pro zvySeni obsahu glycerolu v membrané (Christian et al., 1997). Za idealni fedidlo vSak
Takahashi et al. (2012) povazuje standardni kombinaci zloutku ¢i mléka s glycerolem.

Nejvice vyuzivana komer¢ni fedidla pro dlouhodobou konzervaci jsou Triladyl a Op-
tidyl (Hofirek a kol., 2009). A Glen et al. (1956) zvetejnuje dalsi organicky pufr a to citrat
sodny. Slozeni je z Tris ptidavku, fruktozy, kyseliny citronové, slepic¢ino zloutku, glycero-
lu a ptidavku antibiotik (napf. linkomycin, spektinomycin, linkospektin...) (Hofirek a kol.,
2009). Bylo zjisténo, ze antibiotika zvysuji fertilitu ejakulatu, pfi vyuziti pro inseminaci

(de Jarnette et al., 2004). Ptidavek antibiotik je zkouman mnoha autory, Akhter et al.
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(2007) testovali vliv GTLS (gentamycin + tylosin + linco-spectin) na plodnost byka. Své
vysledky porovnavali s tradiéné pouzivanymi antibiotiky streptomycin a penicilin (SP),
které diive zkoumala fada védci (Hussain et al., 1990; Ali et al., 1994; Sansone et al.,
2000; Andrabi et al., 2001). Ve vysledku nezjistili vyssi plodnost pii pouziti GTLS oproti
SP. Celeghini et al. (2008) porovnali komer¢ni fedidla Bioxcell® s Botu-Bov® u néjz pro-
kazali vyssi pohyblivost spermii. Autofi Gacitua a Arav (2005) neprokazali zlepseni plod-
nosti ani pouzitim fedidla Andromed do promytého ejakulatu. TaktéZz promyty ejakulat byl
nafedén ptidavkem Tris, jez prodlouzit prezitelnost spermii pti pokojové teploté (Bomstein
a Steberi, 1959).

Hotov¢ tedidlo se otestuje S kapkou spermatu, zda nedojde ke snizeni motility, poté se
postupnym piimichavanim natedi cely ejakulat a opét se zkontroluje motilita. Je-li vie
v poradku, davka se automaticky naplni do pejet (Hofirek a kol., 2009).

Bousseau et al. (1998) se zabyvali moznosti kontaminace ejakulatu bakteriemi nebo
mykoplazmou pii pouziti komercnich fedidel s pfisadami zivocisného ptuvodu (vajecny
Zloutek, mléko). Porovnavali 3 fedidla, 1. bez Zivoc¢isného ptidavku (Biociphos Plus), 2.
s ptidavkem vajec¢ného Zloutku a 3. s pfidavkem vaje¢ného zloutku a mléka. Z vysledku je
patrnd mirnd kontaminace fedidel s zivo€iSnymi pfidavky, naopak fedidlo bez piidavku
nebylo viibec kontaminovano.

Stupeni nafedéni (objem) nam udava aktualni koncentrace spermii s progresivnim po-
hybem. Stanovime jej, pokud pocet spermii s progresivnim pohybem v ml vynasobime
s objemem Cerstvého ejakulatu v ml a sobjemem ID vml a vSe vydélime 40 000 000
(Hofirek a kol., 2009).

3.7.4 Konzervace ejakulatu

Prvni zminky o zmrazovani spermatu v CSSR bylo za¢atkem 60. let s pouZitim nejdii-
ve tekutého, pozdéji tuhého CO2. V roce 1964 vynalezli hluboké zchlazeni semene teku-
tym dusikem na -196 °C a o 5 let pozdé&ji byly davky mrazeny v peletach. Smyslem kon-
zervace je udrzet energeticky potencial spermii a jejich elektricky néboj, aby v dob¢ pouzi-
ti m¢lo sperma funkci jako pii odbéru, tudiz prodlouzit dobu jeho pouzitelnosti (Kliment a
kol., 1983). Dle Hofirka a kol. (2009) se hluboké chlazeni dusikem pfipisuje az k roku
1972.
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Kliment a kol. (1983) charakterizuje 4 metody mrazeni: suchym ledem (-79 °C), ka-
palnym kyslikem (-183 °C), kapalnym dusikem (-196 °C) a prilezitostné tekutym heliem (-
296 °C).

Jelikoz pokusy o hluboké mrazeni spermatu tekutym dusikem byly testovany jiz diive,
zaméfili se védci také na latky, které budou chranit spermie proti zmrznuti, jednim z
nejpouzivangjsich je glycerin. Je schopen ovliviiovat tvar ledovych krystalt, ulozeni a je-
jich pozd¢€jsi nastup. Tyto latky jsou schopné zamezit nadmérné koncentraci elektrolytt a
jinych latek, jez by negativné mohly pusobit na spermie. Doba absorbovani glycerinu do
spermie (ekvilibrace) je 4 — 18 hodin (Kliment a kol., 1983).

Sperma se aplikuje Cerstvé nebo kratkodobé ¢i dlouhodobé uchované. Pro spermie neni
typicka zména teplot, jako se tomu dé&je pii kryokonzervaci (Kliment a kol., 1983). |
Vishwanath a Shannon (2000) potvrdili pokles plodnosti, jelikoz mrazeni pfezije pouha
polovina spermii v ejakulatu. Ponévadz v pribéhu chlazeni i rozmrazovani, nejcastéji pti
teploté 0 az -40°C dochazi k odumirani spermii (Kliment a kol., 1983). Souc¢asn¢ Watson
(1995) zatazuje teplotu jako jeden z hlavnich stresorti konzervace, druhym je tvorba a roz-
pousténi ledovych krystali. Také Celeghini et al. (2008) potvrdili, Ze kryokonzervace
zhorSuje funkci bun€k, coz mize vést ke snizeni plodnosti. Na Novém Zéland¢ zjistili, ze
1ze skladovat Cerstvy ejakulat az 3 dny pii 5 °C v fedidle Caprogen 1 aniz by doslo ke sni-
zeni plodnosti, jako u mrazeni (Verberckmoes et al., 2005). Na zlepSeni zmrazeni ma vliv

kombinace kyseliny linolové s albuminem (LAA) (Takahashi et al., 2012).

3.7.4.1 Typy konzervace ejakulatt

Ejakulat miZzeme zmrazovat bud’to v peletach (pilulky zchlazené na suchém ledu o
obsahu 0,1 cm?® a skladované v tekutém dusiku), nebo dnes nejvice vyuZzivanych pejetach
(slamky-dutinky) (Kliment a kol., 1983). Saragusty et al. (2009) zjistil, Ze pfi pouziti skle-
nénych kulicek, pro zamrazeni spermatu, bude vétsi objem (1 - 1,25 mm) puisobit méné
destruktivné na pohlavni buiikky nez bézné vyuzivané objemy. Provadime-li dlouhodobou
konzervaci, ID jsou uchovavany o objemu 0,1 - 1 ml, nejcastéji v 0,25 ml hluboce chlaze-
nych pejetach (Hofirek a kol., 2009) & 0 objemu 0,5 - 0,25 cm®. Kazda pejeta je oznacena
registrem byka (kod plemene, Cislo a znacka registru; jméno byka, IBR status; kod zemé, €.
byka v uchu; datum odbéru ejakulatu; kod inseminaéni stanice). K rychlému zchlazeni se
vyuziva tekutého dusiku, kde nejprve se teplota snizuje o 5 °C za minutu do -10 °C a poté

0 60 °C za minutu. V dne$ni dob¢ se vyuziva k hlubokému mrazeni zloutko-citratové a
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glycerinové fedidlo. Minimalni aktivita nesmi klesnout pod 60 % a koncentrace pod 10 —
12 *10° spermii (Kliment a kol., 1983). Také Hofirek a kol. (2009) popisuje minimalni
koncentraci spermii v dobé inseminace 10 miliénd, coZ je aktualni norma v CR. Tudiz
vV dob& mrazeni musi 40 % spermii vykazovat progresivni pohyb.

Zmrazované sperma prochdzi postupnymi fazovymi zménami (Schneider a Mazur,
1984; Schneider, 1989). Sperma se nasaje do dutinek az do vysky 2 - 2,5 cm od kraje, kde
se zanecha vzduchova bublina pro ptfipadné zamezeni odzatkovani. Po 2 - 6 hodinové
(Hofirek a kol., 2009) nebo dle Klimenta a kol. (1983) po 12 - 16 hodinové ekvilibrace
(rozsiteni a prinik kryoprotektiv do buné€k) pti 1 — 3 °C se vlozi do specidlnich kosiki zat-
kami dolt, 7 minut se nechaji zmrazit na hladiné dusiku, poté se na 5 min aplné ponoti do
tekutého dusiku. Nasledné se v individualnich kelimkach skladuji v kanystrech v kontejne-
rech s dusikem. Po 30 sekundovém rozmrazeni pejety v 38 °C vodni 1azni se osusi a inse-
minuji (Kliment a kol., 1983). Hofirek a kol. (2009) uvadi postup ¢aste¢né rozsifeny a to
takto: po zchlazeni na 3 °C se vlozi do mraziciho tunelu a v parach kapalného dusiku se
zchladi na -80 az -130 °C do 10 minut. Tyto zmrazené davky se ulozi do zasobnikil
do tekutého dusiku o teploté -196 °C. Kontrolni test motility se uskuteéni 2. az 3. den po
uskladnéni, minimalni pozadovana aktivita je 30 %. Pti kladném vysledku se davky ulozi
na 28 dni do karantény, kdyby u byka vzesly ptiznaky nebezpe¢ného onemocnéni, poté se
muze expedovat.

Roy et al. (1990) popisuje pribéh zmrazovani jako dgj, pti kterém dochazi ke zméné
bunécného objemu. JelikoZz vSechny kroky (fedéni, baleni, zmrazeni, skladovani, rozmra-
zovani, inseminace) maji specificky vliv na bunéénou membranu. Napftiklad teplota je nej-
znamé&js$im faktorem ovliviyjicim fyzikalni vlastnosti membran spermii (Mc Elhaney,
1986; Carrutjers a Melchior, 1988a,b; Quinn, 1989). Na druhém misté je zména objemu,
predevs§im ptidanim glycerolu (Armitage a Mazur, 1984; Armitage, 1986; Fiser a Fairfull,
1989). V neposledni fadé dojde ke zmén¢ struktury membrany spermie (Knox et al., 1980;
Steponkus a Lunch, 1989).

Nové¢ testovanou metodou bylo v poslednich letech dvoji zmrazeni ejakulatu, kdy se
nejprve zmrazil cely objem ejakuldtu, nasledné rozmrazil, naddvkoval do pejet a opét za-
mrazil. V porovnani s klasickou metodou mrazeni byl u dvojiho mrazeni pouze 1 byk lepsi.
Ale je hodnocena jako do budoucna vhodnou metodou pro uskladnéni ID (Saragusty et al.,
2009a). Shoduje se s Gacitua a Arav (2005), podle nich je tato metoda vhodna k udrzeni

biologické rozmanitosti. Zmrazili stejnym zptsobem 8 ml ejakulatu a poté jimi insemino-
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vali plemenice. Usp&nost oplodnéni byla 45 % oproti 60 % Gspésnosti inseminace &ers-

tvym ejakulatem.

3.7.5 Biologické zkousky ejakulatu

Pfi téchto testech zalezi na poruSenosti cytoplazmatické membrany. Hodnoti se
odolnost viéi riznym nepiiznivym vn&jSim vliviim, biologicka hodnota a oplozovaci
schopnost (Bacinoglu et al., 2008). Jelikoz kryokonzervace zahrnuje faze zmén teplot, je

vhodné provadét testy na odolnost vici tepelnému i chladovému Soku (Watson, 1995).

3.7.5.1 Kratkodoby tepelny test piezitelnosti

V teplém prostiedi spermie rychle ztraci aktivitu (Louda a kol., 2001). Dochazi
K postupnému zahtivani zkumavky, s obsahem fedéného ¢i nefedéného ejakulatu na 38 °C
ve vodni ldzni. V intervalu 1 hodina (nej€astéji 6x opakované) odebirdme ze zkumavky
vzorek, z n€hoz vyhodnotime aktivitu. V teplém prostiedi dochazi k rychlému vyziti sper-
mii a sniZzeni aktivity. Za biologicky hodnotnéjsi povazujeme ejakulaty s delsi absolutni
zivotnosti s lepsi oplozovaci schopnosti. Tepelny test zkoumali i napt. Januskauskas et al.

(2000); Maurya a Tuli (2003); Gillan et al. (2008); Beran et al. (2012).

3.7.5.2 Dlouhodoby chladovy test ptfezitelnosti

Principem metody je ve 24 hodinovych intervalech kontrolovat aktivitu spermii z na-
fedéného spermatu, jez je uloZeny v chladnicce pfi teploté 1 — 3 °C. Pouziva se mikrosko-
pu s vyhfivanou destickou. U dobrého spermatu je ptezitelnou min. 50 % i po 96 hodinach

(Januskauskas et al., 2000; Louda a kol., 2001; Gillan et al., 2008).

3.7.5.3 Zkouska rezistence spermatu

Postupnym pfidavanim 1 % NaCl se snizuje progresivni pohyb, dokud neustane
(Louda a kol., 2001).

Hodnocen miize byt stupeil nafedéni (metoda vzestupného fedéni) nebo Casova jed-
notka v minutach (metoda konstantniho fedéni do okamziku, kdy ustane pfimocary pohyb

v pied za hlavickou). Rezistenci testoval na by¢im a beranim spermatu Blackshaw (1953).

3.7.5.4 Zkouska zivych spermii na odolnost vii¢i chladovému Soku

Reakce na rychlé zchlazeni - % zivych (nezabarvenych) spermii vyjadiuje odolnost

(Obr. 1, 2) (Louda a kol., 2001). Tuto metodu testovali také Januskauskas et al. (2000) a
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Gillan et al. (2008). Citlivost spermii zavisi také na slozeni fosfolipidové membrany a ob-
sahu cholesterolu ve fosfolipidech (Holt, 2000).

Chladovy Sok zptsobuje nezvratnou ztratu motility, tomu se da piedejit ptidanim kry-
oprotektiv (ochrannych latek), napt. vajecny zloutek (Chantler et al., 2000). Dal§i moznosti
je pridavek glycerolu. JelikoZ spermie s prirozené vyssim obsahem glycerolu (kralik, ¢lo-
vék) jsou vice odolné vuci chladovému Soku, nezli spermie s niz§im obsahem glycerolu

(hiebec, beran, byk) (Watson, 1981; Parks a Lunch, 1992; White, 1993).

3.7.6 Metody barveni

Mnozstvi zivych a mrtvych spermii se stanovuje pomoci barvicich metod. Principem
je narusSenost nebo zména povrchové membrany hlavicky spermie a jeji celistvost. Perme-
abilita se zvysi, pokud spermie odumfe, tudiz mrtvé spermie budou obarvené (Kliment a
kol., 1983; Véznik a kol., 2004). Pii barveni je dulezita kvalita barviv, dodrzeni technolo-
gického postupu a ulozeni barviv. Hlavni barvici metody jsou: barveni Giemsou (formali-
novy fixacni roztok + Giemsy roztok a Sorenstv fosfatovy pufr = modrofialové zbarveny
akrozém a svétla zadni ¢ast hlavicky), metoda Wels X (brilantni ¢i Janusova zelen = zjis-
téni dédi¢nych akrozomalnich defektd) a barveni dle Karrase (metachromova zlut’ + Vikto-
rianska modf = akrozom je blankytné modry a bicik svétle zluty) (Kliment a kol., 1983).
Dalsi pouzivanou metodou je barveni fluorochromy. Lze pouZit barviva Primulin nebo
Propidium jodid v ur¢itych koncentracich. Pti pouziti prvniho barviva se hlavicky mrtvych
spermii zbarvi fluorescencné Zluté a zivé jsou tmavé-Cerné jakoby podsvicené. Naopak u
druhého barviva jsou mrtvé spermie zbarveny Cervené a Zivé maji jemnou autofluorescen-
ci. Vysledek taktéZz vyjadiime procentem Zivych a mrtvych spermii (Véznik a kol., 2004;
Hofirek a kol., 2009).

3.7.6.1 Stanoveni podilu zivych a mrtvych spermii

V naSem piipadé bylo vyuzito kombinace barviv eosin - nigrosin. Eosin je 1 % (0,5 %
dle Hofirka a kol. (2009)) roztok s fosfatovym pufrem o pH 6,8 pro byka. Naopak nigrosin
se fedi s destilovanou vodou na 10 % roztok (Véznik a kol., 2004). Tuto metodu barveni
doporucuje k hodnoceni morfologie spermii i Hancock (1951).

Postup této metody je velmi snadny a proto je Casto pouzivana (Tanghe et al., 2002) a
je dale popsan v metodice prace. Objem ejakulatu z kapilary smichame s jednou kapkou
(20 ul) eosinu, po dobu 30 s promisime a poté ptidame 2 kapky (40 ul) nigrosinu. Pokud

nechdme piisobit eosin déle, mlize na spermie pusobit degeneracné. Z této smési dame ka-
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picku na podlozni sklicko a vytvoiime roztér. Nechame zaschnout a poté sledujeme pod
svételnym mikroskopem. Zivé spermie maji hlavicku bilou, bud’to celou nebo jeji spodni
¢ast. Mrtva spermie ma celou hlavicku zbarvenou nebo jeji spodni cast. Vysledek vyjadri-
me procentem zivych spermii. Byk mize vykazovat maximalné¢ 30 % mrtvych spermii

(Véznik a kol., 2004; Hofirek a kol., 2009).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Charakteristika byku

K pokustim byli vybrani 4 byci riznych plemen chovanych na jedné insemina¢ni
stanici:

1. NEO 178, ORTY, Holstynské plemeno, nar. 3. 9. 2010, (3 vzorky ejakulatu).

2. NEO 141, CHOICE, Holstynské plemeno, nar. 16. 6. 2010, (3 vzorky ejakulatu).

3. ZAA 729, ROCKY, Aberdeen Angus, nar. 1. 4. 2008, (1 vzorek ejakulatu).

4. ZGA 400, XAVER, Galloway, nar. 6. 3. 2009, (1 vzorek ejakulatu).

Datum odbéru, aktivita, hustota a mnoZzstvi zjisténé pii odbéru je znadzornéno v Ta-

bulce 1.

4.2 Priprava redidel

Byl hodnocen vliv slozeni komerénich fedidel AndroMed, Triladyl (obé od firmy Mi-
nitlibe Germany) a Bioxcell (od firmy IMV France) dostupnych na ¢eském trhu a pfidavku
LDL cholesterolu o rtiznych koncentracich.

K ptipravé fedidel byl pouzit Cisty dialyzovany LDL z vajecného zloutku, komeréné
vyrabéna fedidla (Triladyl, Bioxcell, AndroMed) a deionizovana voda.

Nejprve se pres filtracni papir prefiltroval vajecny Zloutek, ktery se pouzil na ptipravu
kontrolnich vzorkt fedidla Triladyl. Zbylé vzorky byly namichany se stanovenou koncen-
traci LDL. Triladyl byl namichan v poméru 1 (koncentrat): 3 (voda) : 1 (zloutek ¢i LDL).
Redidla AndroMed a Bioxcell byly namichany v poméru 1 (koncentrat) : 4 (voda) pro kon-
trolni vzorky, do zbylych byla pfiddana stanovena koncentrace LDL. Zpracovani fedidel a
ejakulatu probihalo v prostorach chladiciho boxu.

Redidla byla p¥ipravena dle navodu vyrobce a rozdélena na 3 dily a do kazdého se pfi-

dal cholesterol LDL o urcité koncentraci (Tab. 2).
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4.3 Odbér a zpracovani spermatu

V prubéhu 8 tydnli byly odebirany vzorky ejakulati od vybranych bykt standard-
nim postupem do umélé vaginy. Bylo pouzito celkem 8 vzorki ejakulat (viz vyse), které
splnily vstupni pozadavky k nédsledné konzervaci. Vstupni hodnoceni bylo provadéno Sko-
lenym persondlem laboratoie inseminacni stanice dle standardni metodiky. Ejakulat byl
nejprve zhodnocen senzoricky na pfitomnost nezadoucich ptimisenin a zapachi. Déle byla
na fotometru SPEKOL II. zmétena hustota ejakulatu, zvazenim na digitdlni automatické
vaze Scout Pro od firmy OHAUS bylo stanoveno jeho mnoZstvi a aktivita byla hodnocena
pomoci mikroskopu s fazovym kontrastem MEOPTA subjektivni metodou. K dalS$imu
zpracovani bylo pouzito pouze sperma o hustoté minimalng 0,7 x 10° v mm?, s minimalni
aktivitou 70 % (ptimocary pohyb za hlavickou, odpovidajici rychlosti).

Pozitivné hodnocené ejakulaty byly transportovany pii 4 °C do laboratore Katedry
veterinarnich disciplin k dalSimu zpracovani.

Vzorky ejakulatu byly rozpipetovany pomoci sterilni pipety do sterilnich na 4 °C
vychlazenych a popsanych zkumavek (Tab. 2). Ptipravena fedidla byla pied vlastnim pou-
zitim vloZena na 10 min. do chladnicky (4 °C). Dané mnozstvi fedidla bylo aplikovano
sterilni injek¢éni stiikackou pfimo do zkumavky se vzorkem. Poté byly zkumavky uzavieny

sterilni zatkou, jemné promichany a vlozeny do chladiciho boxu (4 °C).

4.4 Hodnoceni odolnosti k chladovému Soku

Z kazdého vzorku byly postupné naplnény 3 kapilary o objemu 0,1 ml, které byly
na jednom konci uzavieny pomoci plasteliny. Poté byly kapilary ulozeny na deset minut do
chlazené 1azn¢ (No Ice od firmy Fischer Scientific®) o teploté 0 °C. Po uplynuti inkubace
byl smichan na pfedehfatém hodinovém skle obsah kapilary s 20 pl eosinu, krouzivymi
pohyby byl jemné promichavan po dobu 30 s a poté bylo ptidano 40 pl nigrosinu. 20 pl
vzniklé suspenze se naneslo na ptedehiaté podlozni sklicko a byl vyhotoven natér. Uvede-
ny postup byl zopakovan po 2 hodinach inkubace vzorkil ve vodni 14zni pii 37°C.

Barvivo eosin prostupuje bunénymi sténami mrtvych spermii (ty jsou pak celé
ervené), oslabené spermie jsou Gaste¢nd Cervené (&i nartizovélé). Zivé spermie zistavaji
bilé. Touto metodou byl stanoven procentuelni podil zivych (v€etné oslabenych) a mrtvych

spermii ve vzorcich.
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Po zaschnuti byly natéry mikroskopicky zhodnoceny pomoci mikroskopu
s fazovym kontrastem pii zvétSeni 1000x za pouziti olejové imerze. Celkem bylo hodnoce-
no 720 preparatt. Z kazdého preparatu bylo napocitano 100 spermii, ze kterych se procen-
tueln¢ vyjadtila pfezitelnost (procento zivych a mrtvych spermii a rozdil mezi nimi v ¢ase

0 a po 2 hodinach).

4.5 Statistické vyhodnoceni vysledkii

Ziskan¢ udaje sem pribézné zapisovala do programu MS Excel, tim byly pfipraveny
ke statistickému zhodnoceni. Vysledky byly statisticky vyhodnoceny pomoci programu
SAS (SAS/STAT® 9.1., 2009), za pouziti metod MEANS, CORR a GLM.

Pomoci modelu byly hodnoceny vlivy jednotlivych faktorii na zvolené ukazatele ptezi-

telnosti.

Yijk = p + BYKi+ VZOREK; + eij
Yijk.........nam&ena hodnota zavisle proménné (procento zivych spermii v ¢ase 0 a 2

hod. testu, rozdil mezi témito dvéma hodnotami)

| pramérna hodnota zavisle proménné

BYKi........... vliv fixniho efektu i-t¢ho plemenného byka (i=1-Byk 1,n=3; 2 -
Byk 2,n=3;3-Byk 3,n=1;4 - Byk 4, n=1)

VZOREK; ........... vliv fixniho efektu j-tého vzorku (j =1 — EA4, n =48; 2 - EAG, n

=48,3-EA8,n=48;4 -EB4,n=48;5-EB6,n=48;6 -EB8,n=48; 7-ET10,n =
48,8 —ET6,n =48; 9 —ET8, n =48; 10 - K1A, n =48; 11 - K1B, n =48; 12 - K1T, n =
48; 13 — K2A, n = 48; 14 — K2B, n = 48; 15 — K2T, n = 48)

BijKeeeeeennnn rezidualni chyba

Statistické prikaznost byla hodnocena nésledovné:
* statisticky nizce vyznamny rozdil - 95% (P < 0,05);
e statisticky vysoce vyznamny rozdil - 99% (P < 0,01);

- bez vyznamnosti.
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5 VYSLEDKY

5.1 Celkovy pocet zivych a mrtvych spermii

Z kazdého vzorku byly vytvoteny 3 preparaty, celkem tedy v ¢ase 0 bylo vytvoieno
360 vzorku (24 vzorkl od kazdé pokusné varianty). Stejnym zptisobem bylo po 2 hodinach
vytvoreno také 360 vzorkl. Celkovy pocet vzorki byl 720 ks za 8 odbérovych dnu. V Case
0 vysla minimalni piezitelnost 23,27 % a maximalni 93,20 % s primérnou zivotaschopnos-
ti 74,19 %. Po 2 hodinové inkubaci byla minimalni hodnota 0 %, maximalni 89,25 % a
primérnd hodnota 52,91 %. Rozdil mezi primérnou hodnotou v ¢ase 0 a po 2 hodinéch je

21,27 % (Tab. 3).

5.2 Vysledky statistiky dle bykii

Nejlepsich vysledki, bez ohledu na typ fedidla dosahl byk ¢. 1. V ¢ase 0 mél min.
hodnotu ptezitelnosti 45 %, max. 93,2 % a v praméru 81,6 %. Po 2 hod. dosahoval max.
hodnoty 89,25 % a v praméru 57,43 %. S velmi malym rozdilem vysly hodnoty 2. byka. V
Case 0 mé&l min. piezitelnost 62,28 % a max. 92 %, v praméru 80,61 %. Po 2 hod klesla
max. prezitelnost na 80,34 % s primérnou hodnotou 56,47 %. Byk ¢. 3 mél min. prezitel-
nost v ¢ase 0 56,36 %, max. 79,52 % s primérnou hodnotou 70,35 %. Po 2 hod doslo opét
ke sniZzeni min. na 48,42 %, max. na 71,3 % a v primé&ru byla pfeZitelnost 61,26 %. Nejhi-
fe dopadl byk ¢. 4. Procento piezitelnosti na zacatku testu bylo 23,27 % a po 2 hod. 5,98
%. Maximum na zacatku vyslo 56,09 % a 0 2 hod. 33,96 %. Primérna hodnota na zacatku
byla 36,44 % a po 2 hod. 20,32 %. Osa v grafu 1 naznacuje postupny pokles primérnych
hodnot.

5.3 Vysledky statistiky dle uzitkového typu

Hodnotilo se 540 vzorkii od mléénych plemen a 180 vzorkd od masnych plemen.
MIécéna plemena maji vyssi prezitelnost spermii neZ plemena masna. Minimalni hodnota v
case 0 vysla pro mlécna plemena 45 %, maximum 93,2 % s pramérem 81,12 %. Po 2 hod

inkubace byly hodnoty niz$i, a to: minimum 0 %, maximum 89,25 % s praimérnou hodno-
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tou 56,95 %. Masna plemena méla v ¢ase 0 minimalni hodnotu 23,27 %, maximalni 79,52
% s pramérem 53,40 %. Po 2 hodinach kleslo minimum na 5,98 %, maximum na 39,81 %

a pramér pouze na 12,61 % (Graf 2, 3).

5.4 VysledKky statistiky vlivu Fedidla bez ohledu na koncentraci

Kazdé tedidlo se hodnotilo obecné bez ohledu na koncentraci daného vzorku. Vzorky

s riznymi koncentracemi byly hodnoceny spole¢né a kontrolni vzorky byly zvlast (Tab.
4).

5.4.1 AndroMed

Vzorkil se hodnotilo 144. Na zacatku testu byla minimalni pteZitelnost vzorki 26,53
%, maximalni v§ak 91,89 % a v praméru 75,61 %. Po 2 hod inkubace kleslo minimum na 0
%, maximum se naopak udrzelo na 80,55 % a pramér byl 57,01 %.

Kontrolnich vzorka ¢. 1 (K1A) bylo celkem hodnoceno 48. Minimum bylo 30,43 %,
maximum 93,2 % a pramérn¢ hodnota ¢inila 71,68 %. Po 2 hod doslo opét ke snizeni pie-
zitelnosti. Minimum 24,52 %, maximum 89,25 % a prumér byl 59,54 %.

Kontrolnich vzorkd ¢. 2 (K2A) bylo celkem také 48 kusti. Minimum bylo o néco vyssi
nez u K1A, tedy 33,03 %, maximum 91,67 % a prumé&rna ptezitelnost byla 75,45 %. Po 2

hod inkubace kleslo minimum na 12,26 %, maximum na 70,34 %, s pramérem 51,89 %.

5.4.2 Bioxcell

Pocet vzorki 1 kontrol byl stejny jako u fedidla AndroMed. U vzorki, ¢ase 0 byla mi-
nimalni ptezitelnost 30,90 %, maximum 92,38 %, s pramérem 75,63 %. Po 2 hod bylo
minimum 0 %, maximum 81,03 % a pramér 54,72 %.

Kontrolni vzorky ¢. 1 (K1B) mély minimum na hodnoté 35,15 %, maximum na 88 % a
prumér 72,55 %. Po 2 hod bylo minimum piezitelnosti 13,86 %, maximum 69,30 % a
priamér 50,20 %.

Kontrolni vzorky ¢. 2 (K2B) vykazovaly minimalni hodnotu 24,07 %, maximalni
91,17 %, s pramérem 73,35 %. Po 2 hod doslo k mirnému sniZzeni minima na 21 %, maxi-

ma na 73,94 % a priméru na 52,51 %.
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5.4.3 Triladyl

Pocet vzorktli 1 kontrol byl opét stejny jako u fedidla AndroMed a Bioxcell. Vzorky
m¢ély na pocatku testu minimum na hodnoté 23,27 %, maximum na 88,24 %, s primérem
72,37 %. Po 2 hod bylo minimum 5,98 %, maximum 75,52 % a primér 46,15 %.

Kontrolni vzorky ¢. 1 (K1T) mély minimum na hodnot¢ 40,18 %, maximum na 91,80
% a prumér na 74,34 %. Po 2 hod inkubace kleslo minimum na 14,95 %, maximum bylo
77,38 % a primér 55,45 %.

Kontrolni vzorky ¢. 2 (K2T) mély na pocatku testu minimum o 34,14 %, maximum
89,52 %, s primérem 74,61 %. Po inkubaci 2 hod bylo minimum 7,89 %, maximum 75 %

a prumeér 50,47 %.

5.5 Vysledky statistiky vlivu koncentrace LDL v redidle

Z grafu . 4 je patrny prubeh poklest a vzestupt piezitelnosti vlivem koncentrace LDL
v fedidle. Minimalni hodnoty na zacatku testu jsou v rozsahu od 23,27 % do 40,18 %. Vy-
znamny pokles je u vzorku ET10 a od vzorku ET8 az k K1T dochazi k vzestupu hodnot.
Po 2 hodinach vzorky EA6 a EB4 klesly na 0 %, celkové doslo k velkému kolisani, véetné
vzorku K1T, klesl na 14,95 %. Nejmensiho poklesu dosahly vzorky EA8 (z 26,53 % na
24,19 %), EB8 (z 33,58 % na 24,5 %) a K1A (z 30,43 % na 24,52 %).
zitelnost mél vzorek ET8 (86,84 %), nejvyssi maximum mél vzorek K1A (93,2 %). Druhy
nejvyssi vzorek je EB8 (92,38 %). Nejvice hodnot bylo v rozpéti 88 — 89 % a 91 — 92 %.
Po 2 hodinové inkubaci doslo k nejvétsimu poklesu u vzorku ET8 na 63,8 %, naopak nej-
méng poklesl vzorek K1A (89,25 %). Maximalni hodnoty po 2 hodinach nekopiruji kiivku
maximalnich hodnot na zacatku testu, ale kolisaji rtizné.

Primér na zacatku testu byl velmi vyrovnany u vSech vzorkl a to v rozmezi 71,68 %
az 76,87 %. V primeéru byl tedy v ¢ase 0 nejlepsi vzorek EBS, naopak nejhorsi K1A. Po 2

hodinach hodnoty priméru uz vice kolisaly. Zajimavé, Ze vzorek K1A, m¢l na zacatku

vvvvvvvv

cvwr
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5.6 Vliv ukazateli na prezitelnost spermii

5.6.1 Korelacni analyza

V Tabulce 5 jsou uvedeny Pearsonovy korela¢ni koeficienty mezi hodnocenymi uka-
zateli kvality spermii a prezitelnosti spermii. Statisticky vyznamné zavislosti (P < 0,01)
byly detekovany mezi vSemi hodnocenymi ukazateli: bykem a typem uzitkovosti, mezi
bykem a pocatecnim Casem testu a bykem a ¢asem po 2 hodinach inkubace.

Mezi typem uzitkovosti a dobou inkubace (na zacatku testu i na konci) byla také dete-
kovéna statisticky vyznamna zavislost. TaktéZ i mezi pocateCnim Casem testu a Casem po 2
hodinové inkubaci.

Mezi bykem a typem uzitkovosti a casem 0 s casem 2 byla korelacni zavislost kladna.

5.6.2 Vliv byka a vzorku (GLM Procedure)

Vztahy mezi sledovanymi faktory a ¢asem, majici vliv na piezitelnost spermii byly de-
terminovany pomoci vySe uvedené modelové rovnice. Pritkaznosti vlivu jednotlivych fak-
torti tohoto modelu jsou uvedeny v Tabulce 6. Koeficient determinace se pohyboval
v rozmezi 1° = 0,24 az 0,84.

Z této tabulky vyplyva, ze vliv byka byl vysoce statisticky vyznamny (P <0,01) na
vSechny sledované znaky.

Vliv vzorku, respektive piidavku LDL byl statisticky vysoce vyznamny (P < 0,01) na
piezitelnost spermii po 2 hodindch testu a na rozdil mezi piezZitelnosti v ¢ase 0 a 2 hod.

testu. Na prezitelnost spermii v ¢ase 0 hod. byl vliv vzorku statisticky nevyznamny (P >
0,05).

5.6.3 Vliv byka

Vysledky vyhodnoceni vlivu byka na prezitelnost spermii v ¢ase 0 jsou uvedeny v Ta-
bulce 7. Nejvyssi prezitelnost mél byk ¢. 1, 81,62 %, tudiz byl statisticky vyznamné vyssi
nez statisticky prukazné nejhorsi byk ¢. 4 s 36,44 % prezitelnosti. Mezi vSemi byky byla
statistickd vyznamnost na hladin€ vyznamnosti P <0,01.

Vysledné hodnoty Casu 2 jsou uvedeny v Tabulce 7. Kdy nejvyssi prezitelnosti dosahl
byk ¢. 3 (61,25 %) a nejnizsi byk €. 4 (20,32 %), byl tedy opét pritkazné nejhorsi. Rozdil
prukaznosti byl mezi bykem €. 2 a €. 3 na hladin€ vyznamnosti P < 0,05. Ostatni byci byli

prikazni na hladiné vyznamnosti P < 0,01.
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Rozdil hodnot ¢asu 0 a ¢asu 2 je uveden v Tabulce 7. VSechny prikaznosti bykt jsou
na hlading vyznamnosti P < 0,01. Cim ma rozdil niz§i hodnotu, tim je byk lepsi. Nejlepsich

vysledkii dosahl prikazné byk €. 3. Rozdil jeho hodnot byl 9,09 %.

5.6.4 Vliv vzorku dle koncentrace

Vysledky vyhodnoceni vlivu koncentrace vzorku na ptezitelnost spermii je znazorn¢-
no v Tabulce 8. Na zacatku testu byla nejvyssi piezitelnost u vzorku EB8 (69,94 %), nej-
niz§i mél vzorek K1A s 64,75 %. Po inkubaci mél nejvyssi ptezitelnost vzorek EA8 s
57,22 % a nejnizsi hodnoty 40,12 % dosahl vzorek ET8. Rozdil mezi za¢atkem testu a in-
kubaci byl nejvétsi u vzorku ETS8 (25,32 %), tudiz je prukazné dan jako nejhorsi. Naopak
za nejlepsi vzorek byl detekovan s 9,25 % K1A.

5.6.4.1 Cas0

Vysledky prikaznosti, na hladin¢ vyznamnosti P < 0,05 byla detekovan mezi vzorky
EA4 : ET6 a ET8. Mezi EA8 : ET6, ET8 a K1A. Dale mezi EB6 : ET6, K1A, mezi EBS :
ET10, ET8, K1B a mezi K1A : K2A. Na hranici této vyznamnosti se pohybovaly 2 pary
vzorku a to: EA8 a K1B a mezi EB6 a ET8.

Vysledky prikaznosti, na hladiné¢ vyznamnosti P < 0,01 byly zjistény mezi vzorky
EBS8 a ET6 a mezi EB8 a K1A. Ostatni vzorky nebyly statisticky prikazné.

56.42 Cas?2

Vysledky priikaznosti, na hladiné vyznamnosti P < 0,05 byly detekovany mezi vzorky
EA4 : EAG, EB4, K1B, K2T, mezi EA6 : ET8, K1A. mezi EA8 : K2B a EB4 : EB6, EBS.
Dale mezi EB6 : ET10; EB8 : ET10, K1B, K2T; ET8 : K2A, K2B a mezi K1A : K2A a
K2B. Na hranici této vyznamnosti byly detekovany korelace mezi vzorky ET10 a KIT,
ET6 a K2B a K1B : K2B.

Vysledky priikaznosti, na hladin€ vyznamnosti P < 0,01 byly detekovany mezi vzorky
EA4 : ET10, ET6, ET8, mezi EA6 a EAS, dile EAS : ET10, ET8, ET6, K1B, K2A, K2T.
Mezi EB4 : K1A; EB6 : ET6, ET8; EB8 : ET6, ET8; ET10 : K1A; ET6 : K1A, K1T; ET2:
K1A, K1T; K1A : K1B a K2T. Ostatni vzorky nebyly statisticky vyznamné.
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5.6.4.3 Rozdil

Vysledky prikaznosti, na hladin€ vyznamnosti P < 0,05 byly detekovany mezi vzorky
EA4 : EB4, ET10, ET6; EA6 : EA8; EA3 : KI1B a K2A. Déle byly korelace zaznamenany
mezi vzorky EB6 : ET8; EB8 : ET8, K1A,; ET6 : KI1T mezi ET8 : K2B a K1A : K2B. Na
hranici této prikaznosti byly detekovany korelace mezi vzorky EA4 : K2T; EB6 : ET6 a
K1A.

Vysledky prikaznosti, na hladiné vyznamnosti P < 0,01 byly detekovany mezi vzorky
EA4 : ET8; EA6 : K1A mezi EA8 : EB4, ET10, ET6, ET8, K2T. Dale mezi EB4 a K1A,
ET10 a K1A; ET6 a K1A; ET8 : K1A, K1T a mezi K1A : K1B, K2A a K2T. Ostatni vzor-
ky nebyly statisticky vyznamné.

-54 -



6 DISKUZE

Provedeny experiment pifinesl do oblasti inseminace zajimavé vysledky. Pouziti extra-
hovaného cholesterolu LDL z vaje¢ného Zloutku bylo jiz zkoumano na rizna fedidla, o
riznych koncentracich a potvrzovano tepelnym testem Ci testem kryokonzervace, nybrz
pouziti testu chladového Soku bylo v tomto pokusu pouzito poprvé. Je dulezité otestovat
vliv tepla i chladu jako to stanovil Watson (1995) pifi svém pokusu kryokonzervace a
Chantler et al. (2000) potvrdil ztratu motility spermii, pokud nedoslo k ptidani kryoprotek-
tiva (vaje¢ného Zloutku) do ejakulatu. Chladovy Sok byl zkouman i u pfeZitelnosti kancich
spermii, za pouziti vajeéné¢ho Zloutku. Kladny vysledek pfipisuji vlivu sloZeni vajecného
Zloutku, tedy ptirozenému obsahu LDL (Hu et al., 2006).

Celkové procento piezitelnosti spermii, ze v§ech odebranych vzorkd bylo na zacatku
testu nad pozadovanych 70 % a po inkubaci nad 40 %. Byci by tedy mohli byt pouziti
k inseminaci.

To, ktery byk byl vyhodnocen z experimentu nejlépe, nebylo jeho smyslem, ale pro
vSeobecnou objektivitu se hodnotil vliv byka v ¢ase. Na zacatku testu byl nejlepsi byk €. 1
(LSM 91,62 % + 0,56 %), naopak po 2 hodinach mél nejlepsi piezitelnost byk ¢. 3 (61,25
% =+ 1,82 %), v€etné nejmensiho rozdilu mezi prvnim a druhym hodnocenim (9,09 % +
1,84 %). Mezi jednotlivymi byky a ¢asem byla vzajemna korelace, pouze mezi bykem 1 a
2 nebyla zaznamenéna v zddném case. Proto se da fict, ze rozdil mezi bykem 1 a 2 nebyl
po celou dobu testu nijak rozdilny. Ale ze vliv byka je vyznamny, pfedevsim jeho indivi-
dualita. To se nam potvrdilo testem prikaznosti, jehoz hodnota byla statisticky vysoce vy-
znamnd (P < 0,01) na vSechny sledované znaky. Divodem mize byt stejnd plemenna pii-
slusnost ¢i stejny zptisob odchovu. Jako tomu uvadi Hofirek a kol. (2009), i vliv prostiedi
na plodnost bykt je vyznamny.

Vliv byka, typu uzitkovosti i Casu testu je dulezitym faktorem piezitelnosti spermii.
Veskeré ukazatele jsou statisticky vyznamné a je mezi nimi zji$ténd vzajemna korelace.
Naopak interakce mezi bykem a fedidlem a fedidlem a extenderem nebyla statisticky vy-
znamna, jak uvadi Muifio et al. (2007).

Pro test piezitelnosti spermii byly odebrany vzorky od mléénych i masnych plemen.
Pokus ndm potvrdil vyssi prezitelnost u plemen mléénych. Tento vysledek se da podlozit i

faktem, Ze u masnych plemen je vice vyuZzivana piirozena plemenitba, zajiSt'uje totiz bie-

-55-



zost ve stadé (lepsi zabtezavani), ale pouzitim inseminaci se muze zvysit geneticky pokrok
ve stad¢é (Zahradkova a kol., 2009).

Metodika pokusu tohoto testu byla stanovena dle standardnich norem, proto ekvilibra-
ce trvala 2 hodiny. Neda se vSak usoudit, zda tato doba m¢la kladny nebo zaporny vliv na
vyslednou prezitelnost spermii. Napiiklad Herold et al. (2006) testoval rtizné doby ekvilib-
race, ale zaddna nemé¢la vyrazny vliv na vysledny efekt, ale dospél k zavéru, ze az 9 hodin
muze ekvilibrace probihat, nez bude ejakulat zpracovan. Ale Leite et al. (2010) vyhodnotil
za nejlepsi ekvilibraci dobu 4 hodiny (oproti 0 ¢i 2 hod).

Pokud se zamétime na vliv urcitého fedidla, bez ohledu na pouzitou koncentraci, tak
by se dalo uvazovat, ze Triladyl, jehoz pfidanou slozkou je vaje¢ny zloutek, tedy i LDL
bude detekovan jako nejlepsi. Tomu tak vSak v naSem testu nebylo. Na zacatku testu mély
nejlepsi pramérné vysledky AndroMed (75,61 %) a Bioxcell (75,63 %) a nejhtie dopadl
Triladyl se 72,37 %. Po 2 hodinach inkubace byla primérna piezitelnost spermii u Trilady-
lu podstatné nejhorsi (46,15 %). Jedinym vzestupem Triladylu je kontrolni vzorek KI1T
v ¢ase 0. Kde dosahl nejlepsiho vysledku (74,34 %). Vysledky AndroMedu a Bioxcellu se
ve vSech hodnotach pfili§ nelisi, pouze jen kontrolni vzorek K1A v case 2 je 0 9 % vyssi
nez u K1B.

NaSe vysledky tedy dokazuji, Ze po 2 hodinéch inkubace Triladyl dosahuje nejhorsich
vysledkd, pii pouziti chladového testu. Naopak pti kryokonzervaci se U néj potvrdila lepsi
prezitelnost po 2 hodinach po rozmrazeni, pokud k nému byla ptidana homogenni semenna
plazma, nez tomu bylo u AndroMedu s homogenni semennou plazmou (Herold et al.,
2003). Piesto Triladyl dosahuje nejlepsi Zivotaschopnosti a nejhor$i motility vV porovnani
s AndroMedem a Bioxcellem (Janett et al., 2005). Srovnanim Triladylu a AndroMedu bez
pfidané semenné plazmy se zd4, ze vychazi Triladyl jako nejlepsi fedidlo, ale vznika vétsi
droMed.

Rozdil mezi Bioxcellem a Triladylem je detekovan jako znatelny i po pifidani LDL,
bez rozdilu koncentrace. Triladyl se jevil nejhtfe. MlZeme tento vysledek porovnat
s Vera-Mouze et al. (2009), ktery udava zanedbatelny rozdil mezi fedidly, ale vyznamny
vliv ma obsah cholesterolu LDL.

Témér ve vSech testech u néj byly zjistény nejlepsi hodnoty. Zhodnoceni danych koncen-

traci LDL se pfili§ nelisi od vysledki Gi€innosti kontrolnich variant fedidel. Za ideélni kon-

-56 -



centraci fedidla AndroMed, ktera dosahla nejlepsich vysledkd, je 8 % piidavek LDL. Jeho
hodnota LSM v ¢ase 0 je 0 0,6 % (£ 1,36 %) niz$i nez byla nejvyssi hodnota u EBS (69,94
% + 1,36 %) a v Case 2 dosahl podstatné vyssi piezitelnosti nez ostatni vzorky. Potvrzeni,
ze nejvhodnéjsim fedidlem je pokusna varianta EA8 je rozdil LSM mezi prvnim a druhym
meéfenim, ktery Cinil pouze 12,08 % (+ 2,56 %). To potvrzuje teorii Hu et al. (2010), Ze
nejvetsi prezitelnost byla dosazena u koncentrace LDL 8 %, naopak k poklesu doslo u
koncentrace 10 %. LDL se jevi jako vhodnéjsi pifi pouziti téchto koncentraci, neZ aplikace
20 % obsahu vaje¢ného zloutku. Hu et al. (2006), také pii chladovém $oku u kanciho eja-
kulatu, zjistil nejlepsi koncentraci LDL 9 %, bez specifikace typu fedidla. D4 se tedy usu-
zovat, ze koncentrace piidavku LDL vhodné pro byky budou vhodné i pro kance?

Naopak k nejvétsimu propadu zivotaschopnosti doslo u pokusnych variant Triladylu, u
vSech testovanych koncentracich (ET6, 8, 10). Bude to zfejmé z diivodu, ze LDL u An-
droMedu a Bioxcellu byl pfidan jako kryoprotektant navic do komplexniho fedidla, zatim-
co u Triladylu byl chybé&jici Zloutek nahrazen LDL a v podstaté tak Triladyl s LDL neob-
sahoval Zadnou slozku navic.

Vyznamny vysledek je minimalni pokles ptezitelnosti u kontrolniho vzorku K1A. Po 2
hodinach inkubace u né&j klesla piezitelnost pouze o neceld 4 %. U fedidla Bioxcell byly
vzorky vyhodnoceny slepsi piezitelnosti nez kontrolni vzorky. AndroMed byl na tom
velmi podobné&, pouze vzorek EA6 byl 0 0,9 % hors$i nez kontrolni vzorky. A u Triladylu
byly zjistény vyznamné vyssi hodnoty LSM u kontrol nez u vzorki, zhruba o 1,6 %. Po 2
hodinach byly vysledky témét stejné, pouze vzorek EB4 byl o 0,8 % hors$i nez kontroly. Pti
porovnani rozdilu mezi ¢asem 0 a ¢asem 2, jak jiz bylo uvedeno, byl celkové nejlepsi vy-
sledek u vzorku EA8 (12,07 % + 2,56 %) a nejhorsi byl vzorek ETS8 (25,32 % + 2,56 %). U
Bioxcellu byly vzorky EB6 a EB8 vyrovnané. Nase teorie idealni koncentrace 8 % LDL je
podloZena vyzkumem Moussa et al. (2002). Z kontrol dopadla nejlépe K1A (9,25 % + 2,56
%) a nejhure K2T (21,25 % + 2,56 %). Z téchto vysledki je tedy zifejmé, ze obsah Zloutku
Vv kontrolnich vzorcich Triladylu zvySuje jejich piezitelnost oproti variantdm bez zloutku a
s LDL a je tedy jeho diilezitou sloZkou.

Mezi vétSinou vzorkl, predev§im v Case 2, byly detekovéany statistické priikaznosti
(Tab. 8). Korelovaly mezi sebou na hladin€¢ vyznamnost (P < 0,01 1 0,05). V ¢ase 0, jich
bylo v§ak zaznamendno nejméné.

Vliv vzorku, nebo spiSe pfidavku LDL byl statisticky vysoce vyznamny, ale pouze

Vv Case 2 a v rozdilu mezi ¢asem 0 a 2 a to na hladiné vyznamnosti (P < 0,01). Vliv LDL je
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velmi vyznamny, potvrzuje to i Vera-Munoz et al. (2011), pfi pouziti LDL bez a
s ptidavkem glycerolu. Oba tyto vzorky vykazovaly lepsi motilitu, integritu plazmatické
membrany 1 po 8 dnech inkubace. A pfesto u nich nebyla pozorovana zadna toxicita, jako
tomu bylo napiiklad u fedidla Tris. Podobné, pii chladovém testu zjistil Amirat et al.
(2005), ze po 4 hodinach inkubace pii 4 °C bylo nejnizs§i poSkozeni spermii pii pouziti
LDL (3 % poskozeni), ale nejvice poSkozeny (z 80 %) byly spermie nafedéné Triladylem.
Biociphos mél poskozeno 47 % spermii. A po rozmrazeni byla u Triladylu 2x hor$i ptezi-

telnost nez u LDL a Biociphosu.
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7 ZAVER

Pouziti LDL protektoru je jiz velmi rozSifenou metodou pro lepsi zachovéni Zivota-
schopnosti spermii. VétSina experimentt vSak byla provadéna pii kryokonzervaci. Nasim
cilem bylo zhodnotit stejné t€inky i u pouziti dlouhodobého chladového testu piezitelnosti.
Kombinaci stanovenych koncentraci LDL s komercné vyrabénymi fedidly se dosahlo pri-
kaznych vysledkd vhodnosti pouziti LDL jako kryoprotektantu. Jelikoz kontrolni vzorky
vzorky s obsahem 4 - 6 - 8 (10) % koncentraci LDL. Ale kontrolni vzorky Triladylu,
s piidavkem zloutku, mé&ly piezitelnost vyssi nez u testovanych vzorkt s LDL koncentra-
cemi. Da se tedy konstatovat, Zze piidavek vajeéného Zloutku je dulezitym faktorem pro
udrZeni prezitelnosti spermii, piesto pouziti pouze extraktu z vajeéného zloutku (LDL, tedy
cholesterolu o nizké hustoté) je vhodnéjsi. Redidla jej 1épe ptijimaji, ziejmé z diivodu jed-
nodussi chemické stavby, neZ ma cely vajeny Zloutek. Pro praxi je i vhodnéj$i manipulo-
vat s ampulkou koncentrovaného LDL nez s vajicky. I z divodu sterility, ktera je vyssi u
LDL (97 %) a tim je mensi pravdépodobnost kontaminace ejakulatu.

NaSe testy potvrdily lepsi pieZitelnost spermii b&hem chladového testu u vzorkl
s pouzitim LDL protektoru. Zejména pti koncentraci 8 %. Z pouzitych fedidel, 2 komer¢-
nich a 1 s pfidavkem vajecného Zloutku, je nejlepsi pro budouci pouziti aplikovat Andro-
Med. Na zavér naSich vysledka 1ze konstatovat, ze pouziti AndroMedu s ptidavkem 8 %
LDL by mélo zajistit nejvyssi prezitelnost by¢ich spermii v testu dlouhodobého chladové-
ho Soku. Tim se potvrdila ndmi stanovend hypotéza, ze LDL bude mit kladny vliv na odol-
nost viic¢i chladovému Soku a zajisti lepsi prezitelnost v prubéhu dlouhodobého chladového
testu.

V dal8ich pokusech by bylo pifihodné se zaméfit na stanovené koncentrace LDL a po-
tvrdit jejich vliv na specifickych skupindch byka, naptiklad dle plemene, typu uzitkovosti
¢1 zpusobu odchovu. Zajimavy vyzkum by se mohl odehravat na porovnani vlivu LDL u
mladych testovanych byku (prvni odbér) a porovnat s jiz provéfenymi kvalitnimi byky

(daného stejného veku ¢i urcitého odbéru).
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

K1A — ejakulat + kontrolni vzorek AndroMed

K1B - ejakulat + kontrolni vzorek Bioxcell

K1T — ejakulat + kontrolni vzorek Triladyl + zloutek

EAS8 — ejakulat + fedidlo AndroMed + 8 % LDL

EAG — ejakulat + fedidlo AndroMed + 6 % LDL

EA4 — ejakulat + fedidlo AndroMed + 4 % LDL

EB8 — ejakulat + fedidlo Bioxcell + 8 % LDL

EBG6 — ejakulat + fedidlo Bioxcell + 6 % LDL

EB4 — ejakulat + fedidlo Bioxcell +4 % LDL

ET10 — ejakulat + fedidlo Triladyl + 10 % LDL

ET8 — ejakulat + fedidlo Triladyl + 8 % LDL

ET6 — ejakulat + fedidlo Triladyl + 6 % LDL

K2A — ejakulat + kontrolni vzorek Andromed

K2B - ejakulat + kontrolni vzorek Bioxcell

K2T — ejakulat + kontrolni vzorek Triladyl + Zloutek

Cas 0 — stav preZitelnosti spermii na za¢atku testu

Cas 2 — stav prezitelnosti spermii po 2 hodinach inkubace ve vodni lazni 37,5 °C
N — pocet vzorki

A —vzorky s fedidlem AndroMed bez ohledu na koncentraci
B — vzorky s fedidlem Bioxcell bez ohledu na koncentraci

T — vzorky s fedidlem Triladyl bez ohledu na koncentraci

* P> 0,05 — vzorky na hladiné vyznamnosti 0,05 (95 %)

** P> 0,01 — vzorky na hladiné vyznamnosti 0,01 (99 %)
*** P> (0,05 — vzorky na hranici hladiny vyznamnosti 0,05 (95 %)
- bez vyznamnosti

LSM — Leas Squares Means (LSMEAN)

SE — standardni chyba

Maximum, Minimum, Primér 0 — hodnoty na zacatku testu

Maximum, Minimum, Primér 2 — hodnoty po 2 hodinach inkubace ve vodni 1azni 37,5 °C
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Tabulka 1. Hodnoceni ejakulatd bykt po odbéru

Datum odbéru Registr byka Jméno byka AI[<to%Ii[ a [ 1'6'? /S:g:::g ] Mn[ogzs]tw
30.10.2012 NEO 178 ORTY 90 1,3 9,3
8.11.2012 NEO 141 CHOICE 85 13 11,1
13.11.2012 NEO 178 ORTY 90 1,8 11,8
16.11.2012 ZAA 729 ROCKY 85 13 8,5
20.11.2012 NEO 141 CHOICE 90 1,3 10,1
23.11.2012 ZGA 400 XAVER 80 0,9 6,2
27.11.2012 NEO 141 CHOICE 90 0,9 10,8
30.11.2012 NEO 178 ORTY 90 1,4 10,4
Tabulka 2. Typ fedidla a koncentrace LDL
vzorek ejakulat Fedidlo Zloutek LDL
K1A ejakulat kontrola AndroMed
K1B ejakulat kontrola Bioxcell
K1T ejakulat kontrola Triladyl se zloutkem
EA8 ejakulat AndroMed 8% LDL
EAG ejakulat AndroMed 6% LDL
EA4 ejakulat AndroMed 4% LDL
EB8 ejakulat Bixcell 8% LDL
EB6 ejakulat Bixcell 6% LDL
EB4 ejakulat Bixcell 4% LDL
ET10 ejakulat Triladyl bez zloutku 10% LDL
ET8 ejakulat Triladyl bez zloutku 8% LDL
ET6 ejakulat Triladyl bez zloutku 6% LDL
K2A ejakulat kontrola AndroMed
K2B ejakulat kontrola Bioxcell
K2T ejakulat kontrola Triladyl se zloutkem

Tabulka 3. Zakladni statistiky sledovanych proménnych (%)

Proménna N Min. | Max. | Pramér Std. Std. | Variaéni koeficient
odchylka | chyba
Cas Oh 360 | 23,27 | 93,20 | 74,18 16,14 0,85 21,76
Cas 2h 360 0,00 | 89,25 | 52,91 17,92 0,94 33,87
Rozdil 360 0,00 | 86,60 | 21,27 13,86 0,73 65,15
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Tabulka 4. Vliv fedidla bez ohledu na koncentraci LDL (%)

Std. Std. | Variaéni
N | Min. Max. |Pramér|odchylka] chyba | koeficient
A 72 126,53 (91,89 |7561 [17,35 2,05 22,95
72 10,00 80,55 |[57,01 |19,64 2,31 34,44
72 10,82 84,55 18,60 |14,26 1,68 76,66
K1A 24 130,43 [93,20 [71,68 17,98 3,67 25,09
24 12452 (89,25 |59,54 18,59 3,80 31,23
24 10,00 37,42 12,14 110,14 2,07 83,52
K2A 24 133,03 [91,67 75,45 16,30 3,33 21,60
24 112,26 [70,34 |51,89 |16,10 3,29 31,03
24 14,59 50,90 [23,556 [10,53 2,15 44,69
B 72 130,90 (92,38 |75,63 |15,48 1,82 20,47
72 10,00 81,03 |54,72 |17,74 2,09 32,43
72 10,61 86,60 [20,92 |15,85 1,87 75,78
K1B 24 135,15 (88,00 |7255 |15,53 3,17 21,41
24 113,86 (69,30 |50,20 |16,02 3,27 31,92
24 12,85 46,30 (22,34 [11,39 2,32 50,96
K2B 24 124,07 (91,17 73,35 |15,96 3,26 21,76
24 121,00 |[73,94 |5251 |16,64 3,40 31,69
24 11,74 53,30 [20,85 |12,60 2,57 60,45
T 72 123,27 (8824 72,37 |16,48 1,94 22,77
72 |5,98 7452 |46,15 |16,18 1,91 35,07
72 10,95 54,62 [26,22 |[12,87 1,52 49,08
KI1T 24 140,18 (91,80 |74,34 |13,70 2,80 18,43
24 114,95 |[77,38 |55/45 |17,64 3,60 31,81
24 14,06 54,41 18,89 12,38 2,53 65,54
K2T 24 134,14 [89,52 74,61 15,92 3,25 21,34
24 17,89 75,00 |[50,47 |[17,90 3,65 35,47
24 11,28 54,36 [24,14 |14,87 3,04 61,62
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Tabulka 5. Pearsonovy korela¢ni koeficienty r a souvisejici statistické vyznamnosti P mezi

ukazateli kvality ejakulatu a prezitelnosti spermii

Byk Uzitkovost Cas 0 Cas 2
Byk 1 0,86603 -0,78783 -0,49175
<,0001 <,0001 <,0001
Usitkovost 1 -0,74449 -0,39115
<,0001 <,0001
- 1 0,67349
Cas 0 <0001
y 1
Cas 2

Tabulka 6. Priikaznost vlivu jednotlivych faktori modelu

MODEL Byk Vzorek
ZNAK r P F-test P F-test P
Cas Oh 0,84 <0,0001 598,33 <0,0001 1,58 0,0813
Cas 2h 0,56 <0,0001 123,48 <0,0001 4,18 <0,0001
rozdil 0,24 < 0,0001 21,97 < 0,0001 2,94 0,0003

Tabulka 7. Vliv byka v ¢ase na piezitelnost spermii (%)

Byk 1 Byk 2 Byk 3 Byk 4
LSM |SE [LSM [SE [LSM [SE [LsM |[SE

Cas 0 81,62 |0,56 |80,61 |056 |70,34 (0,98 |36,44 |0,98 |**1:34;2:34;3:4

= *2:3
Cas2 5743 [105 (5647 (105 |6125 (1,82 |2031 |182 |iiPypasa

Rozdil 24,18 1,06 |24,14 |1,06 |9,09 1,84 (16,12 [1,84 |**1:34;2:34;34

Vysvétlivky: * P < 0,05; ** P < 0,01.
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Tabulka 8. Vliv koncentrace vzorku na prezitelnost spermii (%)

Vzorky Cas 0 Cas 2 Rozdil
C. |LSM SE LSM |SE LSM SE

EA4 1 68,88 1,36 54,56 2,52 14,31 2,56
EA6 2 67,86 1,36 47,12 2,52 20,74 2,56
EA8 3 69,30 1,36 57,22 2,52 12,08 2,56
EB4 4 66,99 1,36 45,67 2,52 21,32 2,56
EB6 5 69,17 1,36 52,94 2,52 16,23 2,56
EB8 6 69,94 1,36 53,41 2,52 16,53 2,56
ET10 7 65,97 1,36 44,53 2,52 21,44 2,56
ET6 8 64,91 1,36 41,67 2,52 23,24 2,56
ET8 9 65,44 1,36 40,12 2,52 25,32 2,56
K1A 10 64,75 1,36 55,49 2,52 9,25 2,56
K1B 11 65,61 1,36 46,16 2,52 19,46 2,56
KI1T 12 67,41 1,36 51,40 2,52 16,01 2,56
K2A 13 68,52 1,36 47,85 2,52 20,67 2,56
K2B 14 66,42 1,36 48,47 2,52 17,96 2,56
K2T 15 67,68 1,36 46,43 2,52 21,25 2,56
* 1241115,  2:9,10; 1. . 93 A . £
p o e ssato |54 48 ST 6TILIS 9| go 10515 Gy 1000
5:8,10; 6:7,9,11; 10:13 ' ’**1:7 8 0:2:3:3:789 111 **1:9;2:10; 3:4,7,8,9,15;
::*63811059 3.15; 4:10;’ 5:8"9; ’ 6:8’,9’; ’7:’10; 451:10;7:10;8:10;9:10,12;10:11,13,1

8:10,12; 9:10,12; 10:11,15
**x7:12; 8:14;11:14

***1:15; 5:8,10

VySVétIiny: *P <0,05; ** P <0,01; *** na hranici P < 0,05, - bez vyznamnosti. Poéet kazdaho vzorku je

24,
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Graf ¢. 1 - Vliv byka na ptezitelnost spermii
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Graf ¢. 2- Vliv mlééného uZitkového typu na ptezitelnost spermii
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Graf ¢. 3- Vliv masného uzitkového typu na piezitelnost spermii
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Graf €. 4 - Vliv koncentrace LDL na ptezitelnost spermii (%)
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Obrazek 1. Ziva spermie

4

Obrazek 2. Zivé a mrtvé spermie
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