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SOUHRN

Cilem prace bylo vyhodnoceni vlivu individuality plemenného byka
a pouzitého tedidla na piezitelnost spermii v pribéhu chladového testu. Hypotézou byl
predpoklad, ze definovany chladovy Sok vyvold zmény v pfezitelnosti spermii, které
se budou liSit mezi sledovanymi plemennymi byky a mezi jednotlivymi typy

vybranych komer¢nich fedidel.

Pro zjisténi vlivu individuality byka bylo sledovano pét plemennych byku
Z inseminacni stanice Natural, spol. s. r. 0. HradiStko pod Mednikem. Ejakulat téchto
byki byl standardnim postupem nafedén komerénim fedidlem AndroMed®.
K hodnoceni vlivu pouzitého fedidla byli vybrani ¢tyfi rizni byci z téZze inseminacni
stanice. Vsechny Ctyfi ejakulaty byly standardnim postupem nafedény Sesti riznymi
fedidly: AndroMed®, BIOXcell®, Optidyl®, Steridyl®, Triladyl® a BULLXcell.

Pted vlastnim fedénim byl odebran vzorek pro prvni chladovy test, nasledovalo
fedéni a test v Case 0, ktery se po hodinovém intervalu opakoval celkem ttikrat (¢as 1,
¢as 2, Cas 3), u hodnoceni fedidel jen jednou (¢as 1). Vzdy byl nejprve vyhotoven
jeden roztér pied chladovym testem a ti'i po chladovém testu, ktery spocival v inkubaci
vzorku pti 0 °C po dobu 10 minut. Nasledovalo barveni eosinem a nigrosinem, roztér
suspenze na podlozni sklicko a hodnoceni pod mikroskopem. Z kazdého vzorku bylo

zhodnoceno min. 100 spermii a byl vyjadien procenticky podil spermii zivych.

Vysledky ukazaly, Ze mezi byky jsou ve vyslednych hodnotach procent zivych
spermii statisticky vyznamné rozdily, tudiz byl prokézan vliv individuality byka.
Pokud ale budeme brat jako efekt chladového Soku rozdil v procentu Zivych spermii
pied a po chladovém testu, tak mezi byky neni statisticky rozdil a vliv individuality je
vyvracen. Hodnoceni vlivu fedidel dopadlo v obou piipadech stejné. Mezi komercnimi
fedidly nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil a nebyl tedy prokézan vliv typu
komeréniho fedidla na piezitelnost spermii v prubéhu chladového testu. Jak uvadi jiné
prace, pro ochranu ptfed chladovym testem je klicovy obsah LDL (low density

lipoprotein) v fedidle.

Klicova slova: chladovy test, aktivita, motilita, oplozovaci schopnost, fedidlo



SUMMARY

The aim of this thesis was to evaluate the impact of individuality of a breeding
bull and used extender on the survivability of sperms during the cold test. Our
hypothesis was that defined cold shock causes changes in the survivability of sperms,
which would vary between the observed breeding bulls and between various types

of chosen commercial extenders.

To find out the impact of individuality of a bull, five breeding bulls from
the insemination station Natural, spol. s. r. 0. Hradistko pod Mednikem was observed.
Ejaculate of these bulls was diluted according to the standard method using
commercial extender AndroMed®. For the evaluation of the impact of used extender,
four different bulls from the same insemination station was chosen. The four
ejaculates was also diluted according to the standard method, but this time using six
different extenders: AndroMed®, BIOXcell®, Optidyl®, Steridyl®, Triladyl®
and BULLXcell.

Before the dilution itself, a sample for the first cold test was taken, followed
by dilution and test in time 0, which was repeated three times with time period one
hour (time 1, time 2, time 3), in the case of thinner evaluation just once (time 1). It was
always made one sample before the cold test and three samples after it. The cooling
test consists in the incubation of sample at 0 °C for 10 minutes. Then came colouring
using eosin and nigrosin, spreading of the suspension on the slide and finally
evaluating under the microscope. From each sample, at least 100 sperms was

evaluated and the percentage of the living sperms was calculated.

The results showed that there are statistically relevant differences
in the percentages of the living sperms between the bulls, so the impact
of the individuality of the bull was proved. But if we considered the difference
between the percentage of the living sperms before and after the cooling test as a result
of the cold shock, there is no statistically relevant difference between the bulls
and the impact of the individuality of the bull is disprove. The impact of the extendres
was the same in both cases. There was no statistically relevant differences between
the commercial extenders, so the impact of the type of commercial extenders

on the survivability of sperms during the cold test was not proved. Another literature



dealing with this topic reports that for protection before the cold test, the content

of LDL (low density lipoprotein) in the extender is crucial.

Keywords: cold test, aktivity, motility, fertilization ability, extender
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1. UVOD

Chov skotu je jedno z nejvyznamnéjsich odvétvi zivocisné vyroby, které
zajistuje produkci mléka, masa a chlévské mrvy. V dasledku zdokonaleni $lechtitelské
prace dochazi k postupnému zvySovani uzitkovych vlastnosti skotu, coz vede
k poklesim stavi. V soucasné dobé jsou pocty chovnych krav tak nizké, Ze
znemoziuji dalsi Slechtitelsky posun a selekci. Z toho diivodu, je hlavni komponentou

genetického pokroku prace s otcovskou populaci byk.

Jak uz tedy vyplyva z ptedchoziho textu, vyhodnoceni kvality by¢i plodnosti je
velmi dulezité po dosazeni chovatelského uspéchu. Vysledny reprodukéni potencial
byka je slozen znékolika aspektd, v némz je kazdy prvek podstatny. Vzhledem
ke snizujici se uspésnosti umélé inseminace u nékterych populaci mlééného skotu, je
tieba se zaméfit na vlivy, které mohou ovliviiovat vysledky reprodukce (Batrh, 1997).
Plodnost krav byla jiz pfedmétem mnoha studii, ale faktorim ovliviiujici oplozovaci
schopnost spermii neni vénovano zdaleka tolik pozornosti. Kromé genetickych vlivi

zde hraji velkou roli 1 vlivy vnéjsi (Lucy, 2001).

Uméla inseminace je zcela bézné uzivana biotechnologicka metoda, ktera je
v chovu mlécného skotu prakticky vyhradné pouzivanym reprodukénim postupem.
Umoznuje efektivni vyuziti téch nejkvalitnéjSich samct a diky kryokonzervaci semene
je mozny transport inseminacnich davek i na velké vzdalenosti. Umoznéno je mimo

jiné 1 uchovani ejakuléatu po fadu let (Phillis et al., 2004).

Pro Gisp&S$nost pouziti mrazenych insemina¢nich davek je dilezitd nejen vstupni
kvalita ejakulatu, ale také znalost postupii a materiald, které tlumi negativni dopad
chlazeni a mrazeni na spermie. Béhem tohoto procesu je nutné zachovat vlastnosti
spermii pottebné pro oplozeni v maximalni mozné mite. Jen tak muze byt dosazeno

vysoké koncepce po pouziti kryokonzervovaného semene (Hoflack et al., 2006).

Jako kriticka cast procesu zpracovani inseminacnich davek se jevi prave
ekvilibrace, béhem které se nafedény ejakulat chladi z t€lesné teploty na teplotu 1 —

3°C. Mize zde dochéazet kchladovému Soku, ktery vede k ireverzibilni ztraté



pohyblivosti, naruseni akrozomu a membran, coz vede ke snizeni doby pfezitelnosti
a oplozovaci schopnosti spermie. Hlavnim komponentem fedidel, ktery zajistuje
ochranu pfed chladovym Sokem, je LDL (low density lipoprotein; Zeng a Terada,
2000).

2. CIL

Hypotézou této diplomové prace je predpoklad, ze definovany chladovy Sok
vyvold zmény v prezitelnoti spermii, které se budou liSit mezi sledovanymi

plemennymi byky a mezi jednotlivymi typy vybranych komerénich fedidel.

Cilem prace je vyhodnoceni vlivu individuality plemenného byka a pouzitého

fedidla na prezitelnost spermii v prib¢hu chladového testu.



3. LITERARNI RESERSE

3. 1. Anatomie pohlavni soustavy byka

Funkci samc¢iho pohlavniho aparatu je produkce spermii, vytvoteni vhodnych
podminek pro jejich preziti a transport do pohlavni soustavy samice. Neméné
dalezitou funkci je tvorba hormonu testosteronu (Najbrt, 1982). Pohlavni soustava
jejedind ¢ast organismu, kterd neslouzi k zachovani jedince nybrz druhu (Cerny,

2004).

Sam¢i pohlavni Zlazy — varlata, jsou ulozena v Sourku. Na né navazuji
nadvarlata a dale chdmovod, ktery v dutiné panevni vstupuje do mocové trubice.
Taje po vystupu zpanve vedena penisem, organem zajistujicim vlastni kopulaci
(Konig, 2002). V panevni dutiné¢ se je$t¢ nachazi tzv. ptidatné pohlavni Zlazy,
v ptipadé¢ byka mezi né patii méchytkovité zlazy, zlaza piedstojna (prostata),
Cowperovy (bulbouretralni) zlazy a ampule chamovodu (Marvan et al., 2007). N¢které
zdroje se zminuji i o dalSich drobnych zlazach v priabéhu chamovodu (Véznik et al.,

2004; Obr.: 1).

Varlata (orchis, testis)

Varlata jsou parové tubuldzni zlazy tuhoelastické konzistence, vej€itého tvaru
(Marvan et al., 2007) se sekre¢ni funkci - tvorbou spermii a inkreéni funkci — produkci
androgenti (Véznik et al., 2004). U byka je jejich relativni velikost oproti jinym
druhiim hospodaftskych zvirat (kanec, beran, kozel) mala. Méti 14 — 16 cm a hmotnost
se pohybuje okolo 500- 600 g (Marvan et al., 2007), Najbrt (1982) dokonce uvadi
pouhych 250 — 300 g.

Embryondlné¢ jsou =zaloZzena v bederni oblasti z genitdlnich 1ist. Odtud
v 5. mésici prenatalniho vyvoje (Marvan et al., 2007) sestupuji tiiselnym kanalem
do slepého vybézku peritonea (pobfisnice) a nasledné¢ ven zdutiny bfisni
do kozovitého vaku — Sourku (scrotum). Vedeni varlete je zajiSténo vazivovym
pruhem oznaCovanym jako varletni kormidlo (gubernaculum testis). Tento proces

sestupu je nezbytny pro spravny vyvoj spermii, nebot’ v Sourku je o 3 — 4 °C nizsi



teplota nez v dutiné bfi$ni (Konig, 2002). U piezvykavcu jsou varlata ulozena svou
dlouhou osou svisle, hlava nadvarlete sméfuje dorzalné a ocas nadvarlete ventralné
(Marvan et al., 2007).

Scrotum byka je dlouhé a u baze zfetelné zaskrcené. Nesvrchnéjs$i vrstvou
je tedy kuze, ktera obsahuje Cetné mazové a potni zlazky a je lehce ochlupena. Také
sena obou polovinach vyskytuji rudimentalni pastruky (Frandson et al., 2009).
Podkozni svalova vrstva kiuize (tunica dartos) tvofi medialn¢ mezi varlaty prepazku
(septum). Dale se zde vé&jitovité zakoncuje odstép vnitiniho Sikmého svalu (musculus
obliquus internus abdominis), tzv. musculus cremaster (zveda¢ varlete; Konig, 2002).
Tyto dva tutvary maji vyznamnou termoregulaéni funkci. Pfi nizkych teplotach
hladkosvalové bunky smrs$tuji povrch Sourku a pfi¢na svalovina pfitahuje varlata
dorzaln¢ k t€lu, pii vysokych teplotach vnéjsiho prostfedi je tomu naopak (Marvan
et al., 2007). Dalsi vrstva je diky sestupu tvofena vychlipeninou pii¢né bfisni povazky,
ktera prechazi v povazku varlete (fascia spermatica). Téz se pres tfiselny kanal
vychlipuje peritoneum (pobfiSnice), respektive jeho ¢ast oznaCovana jako poSevni obal
(processus vaginalis peritonei; Frandson et al., 2009). Ten je tvofen ze dvou listi:
zevniho a vnitiniho (lamina parietalis, lamina visceralis), mezi nimi je poSevni dutina
(cavum vaginalis), ktera je spojena s pobfiSnicovou dutinou a je téz vyplnéna ser6zni

tekutinou (Marvan et al., 2007).

Vlastni povrch varlat tvoii kolagenni tunica albuginea (bélavy obal) s velmi
bohatou cévni pleteni (Stratum vasculare; Véznik et al., 2004). Ztohoto obalu
vychazeji do zlutohnédého parenchymu vazivové prepazky (septula testis), které jej
déli asi na 100 — 300 lalacku (lobuli testis) jehlanovitého tvaru. Prepazky se v podélné
ose varlete opét setkavaji a tvofi vazivovy pruh, tzv. mediastinum (Marvan et al.,
2007). Tim je zajiSténa ochrana a integrita gonady (Reece, 1998). Pravé pevnost
a intenzivni inervace bélavého obalu vede k vysoké bolestivosti pii zvétseni objemu

varlete (napf. pii zanétech; Konig, 2002).

Sledovanim vyvoje varlat a pfidatnych pohlavnich Zlaz pomoci ultrasonografie

a endokrinologickym profilem u dospivajicich bykd se zabyval Chandolia et al.



(1997). Na zaklad¢ téchto parametrit by pii diagnostice u mladych byka bylo mozné

vcasné detekovat vyvojové abnormality a potencionalni zhorSenou plodnost.

Vzhledem k tomu, Ze existuje korelace mezi riznymi rozméry varlat (Sourku)
a plodnosti, byla vyvinuta tzv. testikularni biometrie, ktera by méla vcas odhalit
vrozené zmény varlat a jejich funkéni odchylky (Véznik et al., 2004). Hoflack et al.
(2006) hodnotili kvalitu ejakulatu u holstynského a belgického modrého skotu. Zjistili,
ze parametry u masného plemene jsou vyrazné horsi a to predevsim u inbrednich linii.
U téchto bykil byly pozorovany mensi rozméry Sourku, takze jeho velikost se zda byt

objektivnim parametrem pro zatazeni do plemenitby.

Laltucky parenchymu varlete jsou vyplnény 2 — 5 semenotvornymi kanalky
(tubuli semineferi contorti), které zacinaji slepé pfi bazi lalicku (Konig, 2002) a tvori
73 — 81% z celkového prenchymu (Sharpe, 1994). Jsou vyrazné stocené a vzajemné
mezi sebou anastom6zuji. Na vrcholu lalti¢ku se spojuji v kratky piimy kanalek (tubuli
semineferi recti), ktery dale vede do mediastina a sitovité se propojuje s dal§imi
ptimymi kanalky (Frandson et al., 2009). Vznika tak varletni sit’ (rete testis), ze které
na hlavovém konci vystupuje 15 — 20 odvodnych kanalkt (ductuli efferents testis)

prochazejicich ptes tunicu albugineu do hlavy nadvarlete (Marvan et al., 2007).

Histologicky jsou semenotvorné kanalky tvofeny riznymi vyvojovymi stadii
spermii, kterym se budu podrobnéji vénovat v kapitole spermiogeneze, a dale
podplrnymi Sertoliho bunikami. Ty svym Sir§im koncem nasedaji na okraj kanalku
a jejich vrchol dosahuje az do lumenu (Reece, 1998). Jsou cipaté, protoze stény tvoii
dutinky pro vyvijejici se spermie (Marvan et al., 2007). Desmozomnim spojenim
S bazalni membranou (bazalni kompartment) a volnym a t€snym spojenim sousednich
bun¢k (adlumindrni kompartment) tvofi tzv. haemospermatickou bariéru, kterd
kontroluje prostfedi vn€ kanalku a zabraiiuje prostupu spermii do intersticia. Dalsi
jejich funkei je sekrece tekutiny, ktera zajisStuje vyzivu vznikajicich spermii. Sertoliho
buitky maji 1 fagocytarni aktivitu nutnou pro recyklaci neuvolnénych spermii
a rezidudlnich €asti ze spermiohistogeneze. Také jsou potfebné pro proces dozravani
spermatid a jejich uvolnéni do lumenu kandlku (Russel et al, 1993).

Zprostiedkovavaji také pusobeni folikulostimulacniho hormonu (FSH; Shrape, 1994)



a jejich prostfednictvim je mozny i pfenos potencionalnich toxint, které se dostavaji
Z bazalni ¢asti do adluminarniho prostou a pisobi tak pfimo na pokrocild vyvojova

stadia spermii (Véznik et al., 2004).

Prostor mezi semenotvornymi kanalky je vyplnén intersticidlni tkani
s Leydigovymi bunkami, jejichz funkci je tvorba androgent (testosteronu). Zaujimaji
asi 4,8% varletniho parenchymu (Sharpe, 1994). Vyvodné cesty varlete vystyla epitel
s kinociliemi, mikroklky a buniky snizsi sekre¢ni aktivitou: kinocilie posouvaji
nepohyblivé spermie do nadvarlete, mikroklky resorbuji metabolity z metamorfozy

a sekre¢ni bunky vylucuji pro spermie ziviny (Marvan et al., 2007).

Nadvarlata (epididymis)

Nadvarle je tvofeno ze tfech casti: hlavy (caput epididymis), téla (corpus
epididymis) a ocasu (cauda epididymis). Hlava je pevné spojena s varletem. Usti do ni
15 — 20 odvodnych kandlk varlete, které se na ptrechodu hlavy a téla spojuji
Vjednotny vyvod nadvarlete (ductus epididymis). V této casti spermie dozravaji
a ziskavaji schopnost pohybu. Télo je podlouhlé a z boku pfiléhd na testis, se kterym
je voln¢ spojeno. U ventralniho konce se postupné rozSifuje a prechazi v ocas

(Frandson et al., 2009).

Ductus epididymis je zprohyban v meandrovité klicky spojené ftidkym
vazivem. Celkova délka u byka dosahuje az 50 m (Najbrt, 1982). Epitel je diky
mikroklkiim schopny resorbovat sekret varlat (pfedev§im v hlavé) a neejakulované
spermie. Zaroven vymeSuje sekret vlastni, ktery je mirné kysely (pH = 5,6 — 6,6),
obsahuje malé mnoZstvi kyseliny citronove, fruktdézy, volnych aminokyselin
a nebilkovinného dusiku, antioxidanty, zajistuje imunni obranu (Robaire a Viger,
1995). Velmi vyznamnou roli zde hraje i vitamin E, jak prokazali Bensoussan et al.
(1998). Je nutny pro udrzeni zivotaschopnosti spermii a ma Vvliv i na funkci a strukturu

epitelialnich buné€k nadvarlete.

Sekret také blokuje motilitu (nizkd koncentrace chloridovych iontl a sodiku,
vysoka koncentrace drasliku) a tim i vyCerpani energetickych zasob (Robaire a Viger,

1995). Metabolismus spermie je dale tlumen 1 nizsi teplotou a nizsi hladinou kysliku,



za soucasn¢ vyssi koncentrace oxidu uhli¢itého (Véznik et al., 2004), coz vede
K udrzeni zivotnosti a oplozovaci schopnosti spermii po dobu 2 — 3 tydnd (Marvan et

al., 2007). Tento stav se oznacuje jako anabioza (VEéznik et al., 2004).

V ocasu nadvarlete se ductus postupné rozSifuje a slouzi jako rezervoar
pro spermie piipravené k ejakulaci (Véznik et al., 2004). Transport zajistuje svalova
vrstva stény vyvodu. Peristaltické stahy hladkosvalovych bunék vypuzuji gamety
do chamovodu (K6nig, 2002).

Bialy and Smith (1958) zjistovali procentické zastoupeni spermii v riznych
¢astech nadvarlete u 46 byku. Zjistili, Ze hlava obsahuje 36,24 %, télo 18,34 % a ocas
45,42 % (8 806 miliond spermiti).

Chamovody

Chamovod (ductus deferens) je silnosténna parova trubicka, ktera pomoci
svalové vrstvy transportuje spermie z ocasu nadvarlete do mocové trubice (Marvan
et al., 2007). Jeji délka se u byka pohybuje okolo 13 — 15 c¢m, $itka v rozmezi 12 —
15 mm (Najbrt, 1982). Do ocasu nadvarlete do trovné poloviny varlete ma klikaty
prubéh, poté se napfimuje a stoupa tiiselny kandlem dorzalné do dutiny btisni (Konig,
2002). Chamovod v této oblasti prochazi tzv. semennym provazcem (funiculus
spermaticus), coz je kuzelovity tutvar, ktery svou rozSifenou zakladnou zacina
na hlavné nadvarlete (Frandson et al., 2009). V ném je ductus deferens doprovazen
varletni tepnou, zilou a nervem, lymfatickymi cévami a zdviha¢em varlete (Reece,
1998). Vse je spojeno fidkym vazivem a obaleno utrobnim listem poSevniho obalu
(Marvan et al., 2007). Varletni zila je zde bohaté rozvétvena a svymi jemnymi cévami
objima klicky varletni tepny. Tento mechanismus ma velky vyznam pro ochlazovani
arteridlni krve putujici do varlete, tedy pro =zajiSténi optimalni teploty

pro spermiogenezi (Konig, 2002).

Po vstupu do bfi$ni dutiny semenny provazec kon¢i. Cévy a nervy pokracuji
dorzalnim smérem po sténé dutiny az k jejimu stropu, zatim co ductus deferens
se staci dorzokaudalné k panvi (Frandson et al., 2009). Pfed panevnim vstupem oba

chamovody medialn¢ konverguji a ptes dorzalni plochu mocového méchyie kaudalné



pokrac¢uji k mocové trubici (urethra). U piezvykavcu se pied vstupem do urethry
rozvétvené tubuldznich zlazy, které produkuji viskézni hlenovity sekret. Ten
je soucasti ejakulatu (Frandson et al., 2009) a stimuluje metabolismus spermii (V&znik
et al., 2004). Obsahuje vysokou hladinu fruktozy, kyseliny citronové, sodik, draslik
a vapnik (Hafez a Hafez, 2000). Za ampulemi se chamovody opé&t zuzuji, probihaji
télem predstojné zlazy (prostaty) a spojuji se s vyvody méchyikovitych zlaz, ¢imz
vznika kratky ejakula¢ni kanalek (ductus ejaculatorius). Ten se na slizni¢ni
vyvyseniné mocové trubice - semenném hrbolku otevird a vstupuje do mocové trubice

ihned po jejim vyusténi z mocového méchyie (Marvan et al., 2007).

Piidatné pohlavni 7z1azy (glandule genitales accesoriae)

Mezi piidatné pohlavni zlazy patii méchytkovité zlazy, zlaza piedstojna
(prostata), Cowperovy (bulbouretralni) Zlazy a jiz zminované ampule chamovodu
(Reece, 1998). Funkci téchto organt je sekrece semenné plazmy. Ta je dulezita
z n¢kolika divodi: fedi spermie a napomaha jejich transportu, upravuje prostiedi
Vv moc¢ové trubici samce a v pohlavnim aparatu samice (Marvan et al., 2007), brani
predcasné kapacitaci (Véznik et al., 2004) a diky obsahu fruktozy spermie vyzivuje.
Tento cukr je vyhodny pfedevsim proto, ze pro jeho ptechod do spermatické bunky
neni tieba energie (Reece, 1998). Produkce semenné plazmy je zavisla na hormonalni
aktivit¢ varlat (hladina testosteronu) a jeji sekrece na dob¢ ejakulace (Vé&znik et al.,

2004).

Meéchyikovité zlazy (glandule vesicularis)

Meéchyikovité zlazy jsou parové a vznikaji jako vychlipenina kaudéalniho konce
chdmovodu, proto se také nachazi pifimo vedle ampuli (Frandson et al., 2009). Maji
tvar tupého trojuhelniku a u byka jsou zna¢né¢ rozsahlé (Konig, 2002). Meii 10 —
13 cm (Marvan et al., 2007), takze je mozné je rektalné napalpovat (Najbrt, 1982).
Struktura je kompaktni a laliackovitd (VEéznik et al., 2004). Vné Zlazy jsou zietelné
dutinky ve nitrolali¢kovych a mezilali¢kovych vyvodech, kde se shromazd'uje bélavy
sekret (Marvan et al., 2007). Ten je aktivné vylucovan pomoci hladkosvalovych

vlaken v intersticidlnim pojivu (Frandson et al., 2009).



Sekret méchyikovitych zldz tvoii u byka 10 — 40 % celkového objemu
ejakulatu. Obsahuje cukry, bilkoviny, volné aminokyseliny, kyselinu mlé¢nou
a citronovou, kyselou a alkalickou fosfatdzu a anorganické latky (Vézni ket al., 2004;

Hafez a Hafez 2000). Je mirn¢ zasadity: pH=8 (Marvan et al., 2007).
Zlaza piedstojna (prostata)

Prostata je svalové zlaznaty neparovy organ, ktery prstencovité objima dorzalni
Cast mocové trubice (Marvan et al., 2007). Sklada se z téla (corpus prostaticus)
aroztrouSené cCasti (pars disseminata prostatae, (Frandson et al., 2009), ktera je

u byka ve sténé urethry (Konig, 2002).

Predstojna zlaza produkuje fidky mlékovity sekret charakteristického zapachu,
ktery je odvadén cetnymi vyvody do mocové trubice (Najbrt, 1982). Na celkovém
objemu ejakulatu skotu se podili ze 4 — 6% a je kyselejSiho charakteru: pH = 6,5.
Obsahuje adrenalin a prostaglandiny (Véznik et al., 2004), které¢ interaguji s hlenem
délozniho Cipku a zlepSuji tak jeho prichodnost. Dale maji vliv na kontrakce
svaloviny délohy a vejcovodi, coz napomaha transportu spermii k oocytu (Reece,

1998). Také obsahuje zinek, ktery stabilizuje chromatin (Bjérndahl a Kvist, 2010).
Bulbouretralni (Cowperovy) Zlazy

Tyto parové Zlazy jsou uloZeny na rozSifené Casti uretery, tj. v misté jejiho
prechodu pies sedaci hrbol (Marvan et al., 2007). Maji kulovity tvar, jsou hladké,
ubyka 2 — 3 cm velké a v centru se nachazi sbérna dutinka. Jednim vyvodem usti
do mocové trubice (Najbrt, 1982). Sekret bulbouretralnich zlaz slouzi k neutralizaci
zbytkli moci v urette a Castecné se podili na lubrikaci. pH je zésadité: 7,5

(Véznik et al., 2004).

V semenné plazmé byl také potvrzen vyskyt téchto hormonti: prostaglandiny,
estrogeny, androgeny, FSH, LH, inzulin, glukagon, prolaktin, relaxin aj. (Mann
a Lutwak-Mann, 1981). Z anorganickych latek je vyznamny i hydrogenuhli¢itan, ktery
je nezbytny pro pohyblivost spermii a ziCastiiuje se kapacitace (Rodriguez-Martinez,
2011).



Semenna plazma vytvaii pro spermie zcela nové prostiedi. Nejvyznamnéjsi
funk¢ni roli hraji pfedev§im proteiny, které tvoii az 90% objemu (Maujunath et al.,
1994). Nekteré se vazou piimo na povrch spermii (Leahy a Gadella, 2011). Mezi
funkce semennych proteini patii: regulace kapacitace, vazby na oviduktalni epitel
pied hyperaktivaci, modulace imunitni odpovédi v déloze a interakce spermie-oocyt

a jejich faze (Rodriguez-Martinez et al., 2011).

Skupina proteinti, které se vazou na povrch spermie, aby stabilizovaly jeji
prichod samic¢im reprodukénim traktem, zarovein inhibuji oplozeni. Oznacuji se proto
jako dekapacita¢ni faktory (Gibbons et al., 2005). Neméné podstatou roli hraji
I proteiny nutné k navazani na oocyt, bez kterych by nemohlo dojit k oplodnéni (Lu et

al., 2011).

V semenné plazmé je nejvic zastoupen (50-70 %) BSP (bovinni spermie
vazajici protein; Fan et al., 2006). Vylucuje se v sekretu semennych vackl a mezi jeho
zakladni biochemické vlastnosti patii vazba na heparin, cholin, glykosaminoglykany
a lipoproteiny o nizké a vysoké hustoté (LDL — low density lipoprotein, HDL — hight
density lipoprotein; Manjunath et al., 1989). Diky tomu zajistuje cholesterolovy
a fosfolipidovy odtok z membrany spermie béhem kapacitace (Desnoyes a Manjunath,
1992).

Mechanismus je nasledujici: BSP se navdze na cholinové fosfolipidy
membrany a zlepSuje tak prichod spermie pohlavni soustavou samice. Pfi styku
s oviduktalni tekutinou dochézi k charakteristickym zménam na membrané a nésledné
kapacitaci (Manjunath a Trérien, 2002). Bylo prokazano, ze pravé HDL obsazeny
ve vejcovodném sekretu je nezbytny pro iniciaci tohoto déje (Thérien et al., 1997).

V in vitro prostiedi ma obdobnou funkci heparin (Thérien et al., 1997).

Manjunath et al. (2002) piedpokladaji, Ze Zloutkova ftedidla zabranuji
negativnim dopadu BSP na spermie, které jsou ureny pro dal§i uchovani. Zmény
na membrang mohou byt pro kryokonzervaci fatilni. Zloutek obsahuje LDL,
se kterym je BSP také schopen vazby. To znamena, Zze vazba BSP-spermie je

nahrazena vazbou BSP-LDL a tim je funkce tohoto proteinu vyblokovana.
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Tannert et al. (2007) ve své praci prokazuje vyskyt proteinu PDC-109, ktery
je funk¢éné podobny BSP. Thepparat et al. (2012) zase zkoumali tektin-4 a potvrdili
jeho vliv na motilitu spermii. Zda se, Ze tento protein by mohl byt vyuzit jako marker
neplodnosti bykti. Dalsi proteinové slouCeniny koreluji s krevni plazmou: albuminy,

globuliny, transferiny, cytokiny aj. (Manjunath et al., 1988).

Semenna plazma je$té osahuje exosomy, které modeluji imunitni odpoveéd
ajsou dualezit¢ pro inhibici imunitni reakce v déloze a tim zvySuji jeji toleranci

a oplozovaci schopnost spermii (Sostaric et al., 2008).

Pyj (penis)

Vlastni kopulaéni organ (penis) slouzi k dopravé semene do pohlavniho
aparatu samice, proto ma zvlastni strukturu, ktera pti pohlavnim vzruseni umoznuje
jeho vysunuti a zpevnéni tak, aby mohlo dojit ke koitu (Reece, 1998). Pyj byka méfi
az 1 metr a primér se pohybuje okolo 3 cm (Najbrt, 1982). M4 vélcovity tvar a sklada

se z kofene, téla a zaludu (Ko6nig, 2002).

Kofen penisu (radix penis) je pomoci dvou ramen pfipevnén k sedacim kostem
(Marvan et al., 2007). Ramena se spojuji v télo (corpus penis) a V krajin¢ hraze
se kranialn¢ sta¢i do mezinozi (Konig, 2002). V oblasti kaudalné¢ za Sourkem
se prohybd a tvofi tzv. esovitou klicku (Frandson et al., 2009). Pokracuje po ventralni
stran¢ dutiny bfiSni a v krajin€ pupku ptfechazi ve volnou cast (Konig, 2002), ktera
v klidovém stavu kon¢i v kaudalni tfetiné piedkozky (Frandson et al., 2009). Pyj
samotny je zakon¢en nevyraznym zaludem (glans penis), ten je od téla penisu zietelné
oddélen ztzenym krékem (collum glandis, Véznik et al., 2004). Na néj naseda korunka
(ptilbice, corona glandis) shrotem viditeln¢ stocenym doleva. Dale je zietelna
prohluben (fossa glandis), ve které tusti mocova trubice (Konig, 2002).
Tauz od trovné kréku, po pravé strané zaludu, vystupuje na povrch (Marvan et al.,
2007).

Vnitini struktura penisu je tvofena topofivymi télesy (corpora cavernosa),
ktera jsou jiz soucasti ramen kotene a posléze té€z splyvaji (Konig, 2002). Srtst neni

uplny a tak je na jejich dorzalni strané zietelny mélky zlab, kterym prochazeji cévy
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anervy ana ventralni stran¢ hluboky zlab, do kterého se vklada houbovité téleso
(corpora spongiosum) obalujici mo¢ovou trubici (Frandson et al., 2009). Byk ma penis
fibroestického typu (Konig, 2002), to znamend, ze prevlada vazivova tkan
nad erektilni. Takovy penis ma tuhou konzistenci i v ochablém stavu (Najbrt, 1982).
Topoiiva télesa pyje jsou totiz obalena tunicou albugineou, ze které vystupuji ¢etna
septa a tvori tak hustou vazivovou sit’ (Reece, 1998). Vzniklé dutinky uvnitf téles jsou
vystlany endotelem a piedstavuji vlastni topotfivou tkan. Houbovité téleso ma

strukturu podobnou ale bélavy obal je slabsi a piepazky ten¢i (Marvan et al., 2007).

Volna ¢ast pyje je ulozena v kozni duplikatuie - piedkozce (praeputinum,
Reece, 1998). Jedna se o 25 — 40 cm dlouhy vak (Najbrt, 1982), jehoz vné&jsi list je
vyrazné ochlupeny, predevsim v oblasti predkozkového otvoru (Konig, 2002). Vnitini
list ma charakter rtizové sliznice (Marvan et al., 2007), kterd u ptezvykavcl
neobsahuje zlazy tvorici smegma (vymeések s lubrikacni funkci). Po obvodu se upinaji
parové predkozkové svaly: kaudalni, které stahuji pii erekci ptredkozku z penisu

a kranialni, které ji po koitu zase ptetahuji zpét (Frandson et al., 2009).

Vlastni penis ma také pomocné svaly: napfimovace pyje, zatahovace pyje
a svaly mocové trubice (Reece, 1998). Naptimovac pyje (musculus ischiocavernosus),
je parovy pti¢né pruhovany sval odstupujici od sedaciho oblouku k rameniim a kotfenu
penisu. Pii smrSténi stahuje radix ke spodiné panevni, coz vede k uzavteni zil penisu
a nasledné erekci. Zatahova¢ pyje (musculus retractor penis) je téz parovy hladky
sval, ktery odstupuje od ocasnich obratlli, vede po sténach anu (kone¢niku) a upina
se na esovitou klicku téla penisu (Konig, 2002). Funkeci téchto svalli je zataZzeni
ochablého penisu zpét do predkozky (Reece, 1998) a uvedeni pyje do spravné polohy
pro pafeni (Marvan et al., 2007). Mezi svaly mocové trubice patii vlastni sval mocové
trubice  (musculus urethralisy a sval bulvy mocCové tubice (musculus
bulbospongilosus), ktery u byka konci v proximalni tfetiné penisu. Tyto svaly svymi

peristaltickymi pohyby napoméhaji transportu semene mocovou trubici (Reece, 1998).
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3. 2. Fyziologie pohlavni soustavy byka

3. 2. 1. Erekce a ejakulace

Erekce je d¢j, ktery fidi nervovy systém. Vlivem vyhodnoceni vnitinich
a vnéjsich podmétu je spusténa tada reflexit pottebnych k uskutecnéni pareni (Najbrt,
1982). Nervové centrum pro erekci a ejakulaci je umisténo v nejkaudalnéjsi oblasti
bederni michy (Véznik et al.,, 2004). Krom¢& autonomnich nervovych vlaken
zakoncenych ve varlatech, penisu a pfidatnych pohlavnich Zlazach jsou v zaludu
penisu piitomna zakonceni stydkych miSnich nervti. Senzorické drdzdéni penisu tedy
vede K pfenosu signalu aferentni nervovou drahou do reflexniho centra erekce

a ejakulace (Reece, 1998).

Mechanismus ztopofeni penisu, respektive jeho vysunuti v disledku vyrovnani
esovité klicky, je zaloZzen na naplnéni kavern6zni dutinek topotfivych téles krvi
(Frandson et al., 2009). Pritok krve je regulovan svalovymi polstatky ve sténach
pfivodnych tepen, které svou dilataci rozSifuji lumen (Marvan et al., 2007).
Méstnanim tekutiny v kavernach dochéazi ke zvySeni tlaku a stlaceni zil, takze
je zaroven zamezeno odtoku (Reece, 1998). I houbovité téleso se postupné napliuje,
coz je vyznamné pro udrZeni otevieni mocové trubice a nasledné ejakulace (Marvan et
al., 2007). Ta je zaji$téna pomoci svalovych bun¢k ve sténach vyvodnych cest (Konig,
2002). Po vysemenéni penis opaénym procesem zase ochabuje a zasunuje
se do predkozky (Marvan et al., 2007).

Pii ejakulaci nejprve dochazi k uvolnéni prespermatické frakce, sekretu
bulbouretralnich zlaz. Nasleduje transport spermii z ocasu nadvarlete do mocové
trubice za soucasného uvolnéni prostatického vymésku a vymésku ampuli chamovodu.
V konecné fazi se objevuje sekret semennych vacku (Rodriguez-Martinez, 2011)
a vyrazné¢ klesd obsah spermii (Rodriguez-Martinez et al., 2009). Celkovy objem

ejakulatu u byka je minimaln€ 4 ml (Véznik et al., 2004).
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3. 2. 2. Spermatogeneze

Spermatogeneze je proces V semenotvornych kanalcich varlete, pfi némz
vznikaji ze zdrodecnych kmenovych bunék spermatogonii (gonocytli) spermie. Zacina
béhem pohlavniho dospivéani, u byka je to ve véku asi 7. — 9. mésicii. Prvni ¢ast,
zahrnujici predev§im pfeménu jadra a rust bunky, oznacujeme jako
spermatocytogenezi. Ta se jesté déli do tii fazi: rozmnozovani, rast a zrani, kdy bunky
postupné migruji od bazalni membrany k lumenu kanalu (Mravan et al., 2007; Véznik
et al., 2004; Reece, 1998). Toto obdobi trva u byka 21 dni, samotna meiéza pak
dalSich 23 dni (Johnson, 1994). Po ni nasleduje metamorfoza kulaté spermatické
buriky ve spermii neboli spermiohistogeneze trvajici 17 dni (Johnson, 1994). Autofi
se ale v tomto déleni rozchazi. Dle Sharpa (1994) je cyklus ¢lenén takto: premioticka
faze 60% doby trvani (36,5 dni), meioticka faze 12,8% (7,8 dne) a postmeioticka faze
27,2% (16,5 dni; celkem 60,8 dni).

Spermatogonie A (kmenové buiky) jsou ulozeny u bazilni membrany
semenotvornych kanalkl a maji diploidni pocet chromozomt v jadfe. Ve fazi mnoZeni
se tyto bunky mitoticky rozd€li (A1, Az, Asz). Jedna dcetind bunika zlstavd u membrany
jako zaklad pro dal§i déleni a druhd, vice diferencovand intermedidlni (IM)
spermatogonie pak putuje do adluminarniho kompartmentu. Po poslednim z mnoha
mitotickych déleni vznika z IM spermatogonie spermatogonie typu B (B;; Sharpe,
1994). Na proliferaci, diferenciaci a také apoptéze spermatogonii se podileji tyto
faktory: GDNF (neurotroficky faktor odvozeny od glidlni bunééné linie), SCF (faktor
kmenovych bunék), kyselina retinova, p53 (protein regulujici expresi genil pro rist
a apoptozu bun¢k), Bax (proapopticky faktor), BCI-XL (protiapopticky faktor;
De Rooji a Russell, 2000).

Féaze rlstu je charakteristickd ristem B-spermatogonii (B,). Vysledkem jsou
primarni spermatocyty neboli spermatocyty 1. fadu, které se nachazi ve sttedni vrstve.
Po dosazni findlni velikosti je zahdjena faze zrani a s ni prvni meiotické déleni.
Z jednoho spermatocytu I. fadu vznikaji 2 spermatocyty II. fadu (sekundarni
spermatocyty, prespermatidy). Nasleduje druhé meiotické d€leni a vznik spermatid

S haploidnim jadrem (Marvan et al., 2007; Véznik et al., 2004; Reece, 1998).
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Béhem spermiohistogeneze se sféricka spermatida diky zméndm v jadie
a Vv cytoplazmé méni na potencionalné pohyblivou spermii. V prvnim stddiu dochdzi
k aktivaci Golgiho aparatu (GA), ze kterého vznika akrozom, proto se tato Cast
pfemény oznaCuje jako Golgiho faze. GA se méni v jednu celistvou vakuolu
(proakrozomalni vakuola) vyplnénou homogenni hmotou z piivodnich granul
(proakrozomalni granulum). Postupnym ristem akrozom nasedd na jadro a svym
vnitinim listem kopiruje jadernou membranu, zatimco vnéjsi listem se pfiblizuje
k plazmatické membrané. Centrioly a mitochondrie se pfesouvaji na opac¢ny pol jadra

(Mravan et al., 2007; Véznik et al., 2004; Reece, 1998).

Stadium akrozomové Capky zahrnuje dalsi rist proakrozomalniho vacku, az
se Z n¢j stava vlastni akrozom s hydrolytickymi enzymy. Oplostuje se a pokryva celou
proximalni polovinu jadra. To se protdhlo do ovoidniho tvaru. Jeden z centriolli
(proximalni) ptiklada k jeho druhé strané a druhy (distalni) centriol se orientuje vice
k periferii bunky (na téZze polu). Proximalni centriol tvofi implanta¢ni ploténku
a segmentované chordy hlavice bi¢iku. Z distalniho centriolu roste osové vlakno

bi¢iku (Marvan et al., 2007; Véznik et al., 2004; Reece, 1998).

Faze tvorby kaudéalni manZety probihd soucasné s piedchozim stadiem.
Od nuklearniho prstence se organizuji mikrotubuly a stahuji cytoplazmu smérem
od akrozomu. Cytoplazma se tim postupné piesouva k budoucimu biciku, buika
se prodluzuje. 1 jadro se protahuje, dorzoventalné¢ oplostuje a kondenzuje. Histony

jsou nahrazeny kyselymi protaminy (Ward, 2011).

Kone¢nou fazi je stddium zrani. Mitochondrie se spirdlovité prikladaji
k osovému vlaknu bi¢iku a vznika mitochondrialni oddil. Dochazi ke ztraté kaudalni
manzety, dokoncuje se vyvoj akrozomu (dehydratace) a biciku (Tanaka and Baba,
2005). Redundantni cytosol a organely (Golgiho komplex, endoplazmatické retikulum,
ribozomy, lysozomy, peroxizomy) jsou odlou¢eny, Sertoliho bunky tyto odpadni casti
fagocytuji. Vzhledem ke ztraté¢ jmenovanych organel neni spermie schopna de novo
produkce proteind (Gadella et al., 2008). Na bi¢iku vSak zlstava tzv. protoplazmaticka
kapka, ktera obsahuje pfebytecné mitochondrie a zbytky z GA. Tento cytoplazmaticky
mustek je v syncytiu potfebny pro komunikaci S podplrnymi buikami (Weber
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a Russell, 1987). Nasledné je spermie uvolnéna ze Sertoliho bun¢k. Vzhledem k tomu,
Ze je sama spermie zatim nepohybliva, je do nadvarlete odplavena tekutinou
a kontrakcemi kanalkd, které zajistuji sympatickd vldkna autonomniho nervového

systému ( Hodson, 1965, Obr.: 2)

Pfi prichodem nadvarletem je protoplazmaticka kapka posouvana po bi¢iku
az dojde K jeji uplné ztraté¢ (Sutovsky and Lovercamp, 2010). Spermaticka buitka méni
metabolické drahy a ziskdva tak schopnost pfimocarého pohybu, bez n¢hoz neni
schopna pfirozeného oplozeni (Dacheux et al., 2005). Bylo zjisténo, ze k zajisténi této
schopnosti je tieba, aby se spermie vyskytovala v hlavé a téle nadvarlete minimalné 2-

3 dnyav ocasu 3,6 — 5,2 dne (Amann and Schanbacher, 1983).

Dalsim kritériem, pro dozrdni spermie a =ziskdni schopnosti oplozeni,
je ptiprava akorozomalnich molekul zapojenych do akrozomalni reakce a interakce
zona pellucia-spermie. Vzhledem k tomu, Ze tyto upravy probihaji v nadvarleti, nejsou
jiz pod kontrolou Setoliho bun¢k ale dochazi k nim v disledku pusobeni sekretu
kanalkt (Dacheux et al., 2003).

Okolo 70% celkové produkce spermii je dale uloZzeno v ocasu nadvarlete. Bylo
zjisténo, Ze az 80% vytvofenych spermii je posléze fagocytovano vyvodnym
systétmem nebo odchazi do mocové trubice, ze které jsou vylouceny moci (Reece,

1998).

Celkova délaka spermatogeneze u byka je tedy 61 dni (Johnson, 1994).
Kontinualni produkci spermii zajistuje tzv. spermatogenni cyklus. U byka dochézi
k mitotickému déleni monocyta kazdy 13,5 dni (Johnson et a., 1994). Semenotvorny
kanalek je rozdélen piiblizné na 14 segmentii a kazdy tento segment ma postupné
posunuty vyvoj spermii cca o jeden den, takze dochéazi k neustalé produkci spermii
V tzv. spermatogennich vinach. Aktivace segmentll probihd z centra kanalku smérem
k rete testis, kde je aktivita nejvyssi (Reece, 1998). Spermatogenni vinu lze rozd¢lit
do 8 fazi dle Amana (1970) nebo do 12 dle Berndtsona a Desjardinse (1974),
ato podle histologickych nalezti riznych vyvojovych fazi spermatogennich bunék

V semenotvorném kanalku.
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Pro uvolnéni spermii ze Sertoliho bunck je tieba 4,5 cyklu, kazdy kanalek
je schopny prod¢lat vice nez 15 vin (Sharpe, 1994). Denni produkce spermii na gram
varletniho parenchymu se pohybuje okol 12 x 10° (11 — 13 x 10 & Aman, 1976).
Celkova produkce spermii se odviji od poc¢tu Sertoliho a kmenovych bunék a délky
cyklu, efektivita spermatogeneze pak podle poméru spermatogonii B a poctu
kone¢nych spermii (Johnson, 1986). Na gram varlat byka ptipadd asi 28 miliont
Sertoliho bunék (Sharpe, 1994), celkova efektivnost je oproti jinym druhiim mala
ale vétsi nez u ¢loveéka (Johnson et al, 2000). S vékem se denni produkce zvySuje

a maxima byk dosahuje pfiblizné v 7 letech stati (Reece).

3. 2. 3. Neurohumoralni fizeni pohlavnich funkci byka

Pohlavni funkce byka jsou fizeny pomoci nervové a hormonalni slozky.
Regula¢ni mechanismy jsou geneticky podminéné ale Castecné ovlivnéné vnéjSimi
faktory. Nadfizenym centrem celého systému je centralni nervova soustava (CNS).
Rizeni pohlavnich funkci zaéind v mozkové kiife, ktera zpracovava nejen smyslové
vjemy z vnéjsiho prostiedi ale i vnitini podnéty. Tyto signaly jsou poté nervovymi

drahami pfeneseny do hypotalamu (Véznik et al., 2004; Reece, 1998, Amann, 1970).

Hypotalamus na zakladé¢ impulzi z nadfazeného centra produkuje GnRH
(gonadotropin releasing hormon). Jedna se o dekapeptid, ktery se vylucuje pulzaéné
aje portalnim krevnim systémem transportovan do adenohypofyzy, kde podnécuje
uvoliiovani gonadotropnich hormonti. Hladina GnRH je ovliviiovdna zpétnymi
vazbami (feedback) steroidnich gonadalnich hormont. Jejich nizka hladina brzdi

uvoliiovani GnRH a vysoké naopak tlumi (Reece, 1998).

Adenohypofyza (ptedni lalok hypofyzy) plsobenim GnRH sceneruje
gykoproteinové gonadotropni hormony: ICSH (intersticialni bunky stimulujici
hormon) u samic oznacovany jako LH (luteinizaéni hormon) a FSH (folikuly

stimulujici hormon; Frandson et al., 2009).
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ISCH se krevnim obéhem dostava k Leydigovym bunkam intersticialniho
parenchymu varlat. Zde se vaze na receptory a prostiednictvim adenocyklazy vyvola
zvySeni tvorby cAMP (cyklicky adenosinmonofosfat). Ten aktivuje vazebné proteiny
odstépenim proteokinazy, ¢imz je vyvolana produkce androgenti. FSH se obdobnym
zpusobem vaze na receptory Sertoliho bunck. Vysledek bunécné reakce je ale podpora
syntézy RNA a nasledna produkce proteinu vazajiciho androgeny (ABP — androgen
binding protein) a inhibinu (Véznik et al., 2004).

Inhibin je peptid, ktery se pravdépodobné lokéaln¢ zucastni meiotické inhibice.
Dale zpétnou vazbou koriguje uvoliiovani FSH. ISCH je pro spermiogenezi
vyzadovan nepietrzité kvili testosteronem podporované meidze. O Donnell et al.
(1996) na mysich prokazali, ze pii vyblokovani testosteronu nejsou spermatidy
schopné dokoncit spermiogenezi, pravdépodobné kvili ztraté adheze mezi Sertoliho

buiikami a spermatidami.

FSH je nutny pro zahijeni (znovu obnoveni) spermiogeneze, jak bylo
prokazano u primata (Plant a Marshall, 2001) nebot’ ptisobi jako meioticky faktor pro
Sertoliho bunky (Heckert a Griswold, 2002). V této souvislosti 1ze zminit i ptisobeni
T3 (trijodthronin, hormon §titné Zlazy) a IGF (insulin growth factor) - latky, které maji
velky vyznam v metabolismu a ristu organismu (Francga et al., 1995). Autofi se vSak
shoduji, ze pouze testosteron je potiebny ke kompletnimu udrzeni spermiogeneze
(McLachlan et al., 1995; Singh et al., 1996), avsak FSH mize napomahat stimulaci
béhem spermiogeneze. Napi. Baccetti et al. (1997) prokazali zvySeni
cytostrukturalnich parametrti spermii neplodnych samct pifi exogennim podéavani
FSH. Naopak u mysi s knocautovanou produkci FSH byly zjiStény poruchy obmény
histonii za protaminy, coz vedlo ke Spatné kondenzaci jadra (Krishnamurthy et al.,
2000). FSH tedy udrzuje fyziologicky priubéh spermatogeneze kvalitativné, kdezto

testosteron kvantitativné (Russell et al., 1993).

Jak uz bylo feCeno, Leydigovy bunky produkuji androgeny, =z nichz
nejvyznamngj$i je testosteron. Ten prechazi do semenotvornych kanalka
v receptorech Sertoliho bunkek se vaze na ABP. Tento komplex se uvoliuje

do lumenu kanalku a podporuje meioticky proces béhem spermiogeneze. Do krevni
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plazmy testosteron pfechazi navazany na transportni protein B-globulin (TEBG). Za 15
— 30 minut se testosteron opét uvoliiuje a vaze se na cilové tkané€ nebo je degradovan

V jatrech a vyloucen (Véznik et al., 2004)

Utinky testosteronu jsou pro saméi pohlavi nezbytné. Jiz embryonalnd
determinuje vyvoj a riist pohlavnich organti, fidi sestup varlat, rozvoj sekundarnich
pohlavnich znakt (byci Sije, Sirsi ¢elo, hlubsi hlasovy projev atd.), ovliviiuje sekrecni
aktivitu ptidatnych pohlavnich zlaz, udrzZeni libida a sexualniho chovani. Metabolicky
ucinek je anabolicky, coz vede k vyraznéjSimu osvaleni, zvySenému rlstu kosti,

silngjsi kuzi, lepsi konverzi zivin a niz§imu ukladani tukt (Saez, 1994)

Carreau et al. (2011) tvrdi, Ze vyznamnou ulohu pii vyvoji spermii b&hem
spermiogeneze maji i estrogeny. Ve své praci publikuji, ze bunky varlete obsahuji
funk¢ni aromatazy, které ireverzibilné konvertuji androgeny na estrogeny. V pokus
byly pouzity mySi S knocautovanym genem pro aromatazu. Vysledkem byla sterilita
nebo porusena spermiogeneze ale zatim piesné neni znam mechanismus. Pt¥i nadmérné
expresi aromatazy byla naopak zjisténa hyperplazie Leydigovych bun€k a abnormalni

spermiogeneze.

Estrogeny maji podle Hess et al. (2001) také dilezity vliv na resorpéni funkci
epitelu nadvarlete. U lidi a kraliki byly v kanalcich nadvarlete objeveny receptory
na oxytocin, slouzici ke spusSténi kontrakci hladkosvalovych bunék. Tyto receptory
jsou pravdépodobné také regulovany estrogeny. Pfi zménach hladin steroidi u mysi

byly prokazany v transportu spermii (Filippi et al., 2002).
3. 3. Spermie
(Obr. 3, Obr. 4)

3. 3. 1. Morfologie

Sam¢i pohlavni buiika se skladd ze tfi zakladnich ¢asti: hlavicky, krcku
a bi¢iku. Hlavicka ma piiblizn€ tvar tenisové rakety, u byka je asi 9,11 um dlouha

a5,05 um Sirokd. Zakladem je jadro s haploidnim poctem kondenzovanych
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chromozomt a vlastni membranou bez poéri. Na tu naseda cCepickovity utvar
oznacovany jako akrozom, zasahujici do 52% délky hlavicky (anteriorni ¢ést
hlavicky). Je tvofen vnitini a vnéj$i membranou, mezi kterymi se nachazi akrozomalni
hmota. Na kaudalnim konci se akrozom zuzuje, tudiz obsahuje men$i mnozstvi
hmoty. Tato oblast je po barveni vyrazné svétlejsi a oznacuje se jako ekvatoridlni
segment a je charakteristickd méesickovitym vykrojenim. Zbyvajici plocha hlavicky se
nazyva postakrozomalni kalisek. Vzhledem ktomu, Ze je celd hlavicka pokryta
cytoplazmatickou membréanou, dochazi zde pfes tmelovou hmotu k jejimu spojeni

S jadernou membranou. Diky tomu je posteriorni oddil pevnéjsi a odolnéjsi (Barth

a Oko, 1989).

Akrozom v apikalni ¢asti prominuje a tvofi tzv. Stitové télisko (apical body).
Ve stejné Grovni se nad jadrem vytvafi Stitova vakuola. Akrozomalni hmota pochazi
z granul Golgiho aparatu. Obsahuje proteolytické enzymy jako napi. hyaluronidazu
a akrozin, které jsou dulezit¢é pro penetraci vajicka pii oplozeni (Meyers

a Rosenberger, 1999).

Implanta¢ni ryha je bazalni ¢ast hlavicky, kterd je konkavné vchlipena a zapada
do ni hlavice bi¢iku s implanta¢ni ploténkou, tvofenou proximalni centriolem. Ten je
pln€ zachovdn a dava vzniknout segmentovanym, pozd¢ji hladkym chorddm.
Axonema (soubor osovych vldken) vznikd z pfedni Casti distdlniho tubulu, ktery je
u zralych spermii uz jen rudimentdlni. Komplex téchto utvard se jmenuje kréek
spermie. Segmetované chordy nepfesahuji oblast kr¢ku a jsou tupé zakonceny.
Prikladaji se k hladkym chordam, se kterymi jsou klinovité spojeny (Barth a Oko,
1989).

Spojovaci ¢ast neboli mitochondridlni oddil navazuje na kréek. Centralné vede
dvojice mikrotubull, kterd je obklopena deviti dvojicemi (dublety) filament,
skladajich se z elementu A (plné vlakno) a elementu B (mikrotubul — duté vlakno).
Ze vSech elementi A vystupuji dvé dyneinovd raménka k elementu B sousedniho
dubletu. Periferné axonemu obihd 9 hladkych chord. Spojovaci ¢ast je typicka
ulozenim mitochondrii bunky, proto je tato cast biCiku nejsilnéjsi. Byci spermie

obsahuje asi 90 mitochondrii, které se spiralovité¢ vinou pravé podél hladkych chord.
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Distaln¢ je mitochondridlni oddil morfoloficky ukoncen trojbokym Jensenovym

prstencem, druhé ¢asti distalniho tubulu (Barth a Oko, 1989).

Hlavni oddil bi¢iku je nejdelsi usek. Plynule zde pokracuje axonema a hladké
chordy, které se ale postupné zuzuji, az zhruba ve % délky konéi. Povrch je kryt
fibrin6zni pochvou se dvéma protahlymi podélnymi utvary, tvofici jakousi zebrovitou

strukturu, zaji$t'uje pruznost béhem pohybu (Barth a Oko, 1989).

V koncové ¢asti ztraci axonema své typické usporadani. V dubletech jsou ob¢
vlakna dutda a v druhé poloviné jedno z dvojice upIné¢ zanika. Ramena téZ zanikaji

a pocet a uspofadani vlaken neni konstantni (Barth a Oko, 1989).

3. 3. 2. Metabolismus a motilita

K oplozeni je nutny transport spermie az do vejcovodu, €ili je nutny piisun
ATP (adenosintrifosfat) pro dodani energie na pohyb. Kritické je také obdobi
kapaciatce, kdy byly prokdzany zvySené potfeby tohoto energetick¢ého nosice

pro fosforylaci tyrosinu a naslednou hyperaktivaci (Miki, 2007).

Tvorbu ATP, ktery je zdrojem makroergickych vazeb zajiStuji mitochondrie.
Dillezitost mitochondrii potvrzuje 1 fakt, Ze béhem maturace kulaté spermatidy
v protahlou spermii, dochazi k vyraznému snizeni objemu bunky, ale mitochondrie

jsou zachovany a to ptimo v oblasti bi¢iku (Ruiz-Pesini et al, 2007).

Syntéza ATP muze probihat dvéma procesy: anaerobni glykolyzou nebo
oxidativni fosforylaci. Tyto dvé cesty od sebe neleze jednoznac¢né oddélit, nebot’
produkty glykolyzy jsou substratem pro respiraci. Jsou na sobé tedy zavislé a jejich
pomér vychazi zfunkéniho stavu spermie a okolniho prostfedi. Respirace
je ale 15x G¢inngj$i nez glykolyza, takze pti dostatku kysliku je preferovana.

Glykolyza ale pfevlada v obdobi anabidzy, kdy je hladina kysliku nizsi (Miki, 2007).

Vyzkumy na knocautovanych mysich prokazaly, ze glykolyza je pro oplozeni

nepostradatelnd, zatim co u oxidativni fosforylace tomu tak neni. Z toho vyplyva,
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ze glykolyza muze kompenzovat nedostateCnou respiraci a muze tak Cinit spermii

flexibilngjsi (Ford, 2006).

ATP je z mitochondrialniho oddilu transportovan do celého bi¢iku. ATPazova
aktivita kontraktilnich proteinli zajist'uje odStépeni fosfatu a tim i uvolnéni chemické
energie. Ta je vyuzita k prodluzovani a zkracovani tubulinu v dubletech, ¢imz dochézi
k pfeméné na energii mechanickou — pohybu bi¢iku. V samotném ejakulatu je motilita
spermii nahodila, az pii proudéni tekutiny vykazuji typicky pfimocary, progresivni
pohyb za hlavickou, pti kterém rotuji kolem své vlastni osy s frekvenci 3 — 15 otacek
za sekundu. Pfi poskozeni spermie se spirdlovy pohyb postupné meéni v plochy
a kruhovy az nakonec upln¢ ustava. U prezvykavct byl popsan i tzv. hromadny nebo

masovy pohyb vétsiho poctu spermii (Vézni et al., 2004).

3. 3. 3. Kapacitace

Spermie po ejakulaci nejsou ihned schopné oplodnéni. K tomu je zapotiebi
soubor biochemickych a fyziologickych zmén na povrchu 1 vné spermie oznacovanych
jako kapacitace (Abou-Halia a Tulsiani, 2009). Jen tak je spermie schopna rozeznat
oocyt a vyvolat akrozomdlni reakci. Tyto zmény spocivaji pfedev§im v odstranéni
proteinlt semenné plazmy, glykoproteini a molekularni reorganizaci v ramci
cytoplazmatické membrany (Eddy a O’Brien, 1994). Tyto procesy byly poprvé
popsany v roce 1951 Ausitnem a Changem (Abou-Halia a Tulsiani, 2009).

Pro kapacitaci je nezbytné specifické mikroprostiedi, které umozni jiz zminéné
procesy. Vin vivo prostiedi je neucinnéjsi sekret vejcovodid fijné samice
(Yanagimachi, 1994). Kapacitace lze dosahnout i v in vitro prostiedni a to v médiu
s definovanym obsahem energetickych latek, elektrolytli a albuminu, ktery vyvaze

cholesterol (Dow a Bavister, 1989).

vejcovodu, kde spermie pfichdzi do kontaktu s fasinkovym epitelem a jeho sekretem

(Sostaric et al., 2008b). Nejprve na spermie pusobi tzv. prekapacitacni faktory.
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Ty odstranuji dekapacitacni faktory semenné plazmy a odhaluji povrchové receptory,

které umoznuji vazbu na oocyt (Henkel a Schill, 2003).

Mezi molekuly regulujici kapacitaci patfi: hydrogenuhli¢itan, vapenaté
kationty a albumin. Hydrogenuhli¢itan je v nizS§ich koncentracich pfitomny jiz
V nadvarleti a semenné plazmé ale zasadni je jeho koncentrace v oviduktu (Rodriguez-
Martinez, 2007). Aktivuje adenylcyklazy, které potencuji produkci cAMP (cyklicky
anedosinmonofosfat), coz vede k aktivaci PKA (proteinkinaza A). Ta spousti signalni
kaskadu, ktera zvySuje tyrosinovou fosforylaci bi¢iku a vede k hyperaktivaci spermie
(Visconti et al., 2002). Tyto zmény doprovazi intenzivnéjsi glykolyza (Arcelay et al.,
2008). Pozdéji hydrogenuhli¢itan reorganizaci lipidi membrany také zvySuje jeji

tekutost (Harrison a Gadella, 2003).

Funkci extraceluarnich vapenatych kationtt je redistribuce transmembranovych
proteind (Aguas a Pinto da Sliva, 1983). Po aktivaci iontovych kanalli se u skotu
zvySuje hladina intracelularniho vapnik az 6x. Nasleduje interakce s kalmodulinem
apies kalmodulin dependentni ATPazu zmény v motilit€¢ spermie (Abou-Halia
and Tulsiani, 2009). Albumin je vyznamny pro vychytavani efluxovaného
cholesterolu, ma tedy vliv na potiebné zmény v rdmci membranové reorganizace (van

Gestel et al., 2007).

Béhem ovulace ziskava oviduktalni epitel potencial pro masivni sekreci. To
zpisobuje uvolnéni spermii, které zde byly navdzany a probihala u nich kapacitace.
Hyperaktivace spermie brani zpétné adhezi na vejcovod (Henkel a Schill, 2003). Také
je nepostradatelnd pro penetraci oocytu, a jeji udrzeni je zavislé na hladiné¢

extracelularniho vapniku (Carlson et al., 2007).

3. 3. 4. Akrozomalni reakce

Akrozomalni reakce probihd na apikalni Spicce spermie, kdy fuzuje vnéjsi
akrozomalni membrana s cytoplazmatickou membranou a uvoliuji se proteolytické

enzymy akrozomalni hmoty potfebné k priniku spermie do vajicka (van Gestel et al.,
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2007). Pro priibéh je nezbytné zvyseni hladiny véapenatych kationtd v cytosolu, které
zahajuji celou reakci (Baldi et al., 2009).

Bylo prokazano, ze nartst vapniku ve spermii indukuje progesteron a EGF
(epidermalni ristovy faktor), obé¢ tyto latky se vyskytuji v blizkosti kumularnich bun¢k
oocytu (Wang et al, 2013). Meizel (1985) uvadi, ze pro fyziologicky pribéh
akozomalni reakce je nutné navavani spermie s ZP3 (zonularni protein) a vyliti
enzymu v misté vazby. To samé potvrzuje i Gadella (2012). Inoue et al. (2011)
ale vyvraci nutnost interakce se zonou pellucidou, nebot’ na myS$im modelu k ni doslo
I pouze Vv piitomnosti kumularni hmoty. Mezi dal$i potvrzené faktory spoustéjici
reakci patfi 1 komponenty oviduktalni tekutiny a kumulérnich bunék: prostaglandiny
(Murase a Roland, 1996), glykosaminoglykany (Lenzet al., 1983) a glykoproteiny
(Benoff et al., 1997. Co je také zajimavé, Ze k spontanni reakci doslo i pfi ochlazeni

spermii z 38° C na pokojovou teplotu (Flesch et al., 2001).

Jak uz bylo feceno ptredpokladem pro priibéh reakce je dokoncena kapacitace
spermie, béhem které dochdzi ke zménam na membrané. Po zvySeni hladin vapniku
apH (Arnoult et al., 1996) v n¢ bunky nasleduje nejprve vezikulace zplsobena
lysofosfatidilcholinem (Tarin a Trounson., 1994) a poté docking (t€sna adheze)
membran. To nakonec vede kUplné fizi membran a uvolnéni Céasti enzymi
do prostiedi. Na vnitini akrozomalni membrané se pak zacnou tvofit mikrotubuly

vétviCkovité struktury a na svém vrcholu nesou zbylé rezervy enzymu (Tsai et al.,

2010).

3. 4. Zpracovani ejakulatu
3. 4. 1. Odbér ejakulatu

Zakladnim ptredpokladem pro odbér je ziskdni celého objemu hygienicky
nezévadného ejakuldtu, pfi zachovani kvality a oplozovaci schopnosti a bez ohrozeni

v

zdravi a plodnosti byka. Odbér je mozny tfemi zpusoby. V praxi nejrozsirenéjsi je
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odbér pomoci umélé vaginy. Vyjimecné se lze setkat s elektroejakulaci a masazi

ampuli chamovodu (Hofirek et al., 2009, Kliment et al., 1983, Louda et al., 2001)

Umélé vaginy existuji v riznych provedenich, avSak nejbéznéjsi je tzv.
zkraceny typ (30 cm dlouhy). Pfed pouzitim je vagina omyta, vydesinfikovana,
vysterilizovana v autokldvu a ozafena germicidni zativkou. Z hygienickych diivodi
ma kazdy byk na inseminac¢ni stanici svou vlastni umélou vaginu. Pied samotnym
odbérem je mezisténa vyplnéna vodou o teploté 38 — 40 °C. Opatii se sbéracem a je
pfipadné jesté ulozena do termostatu, aby dosdhla hodnot télesné teploty. V zavéru
pfiprav je vnitfek vymazan sterilni nespermicidni vazelinou a nafouknuta vzduchem
tak, aby vnitiek simuloval tlak pohlavniho ustroji samice (Hofirek et al., 2009,
Kliment et al., 1983, Louda et al., 2001). Flick a Merilan (1986) zkoumali rozdily
v kvalité odbéru pii pouziti klasické pryzové a plastové vlozky umélé pochvy. Z jejich
prace vyplyva, zZe neexistuji rozdily v objemu pfi odbéru, ale gumova vystelka se jevi

jako vice efektivni.

Vlastni odbér probihd ve specidlni mistnosti splitujici bezpe€nostni parametry
(pfipoustédlo) nebo ve venkovnim prostiedi. Pred zahajenim je bykovi omyta
pfedkozka a oc€istén chvostek. Nahrada fijici se plemenice je zajiSténa umélou (téz
Cistou a vydesinfikovanou) atrapou nebo jinym bykem klidné povahy. Ten je ale vzdy
nezbytny pro pohlavni vydrazd’ovani pfed samotnou ejakulaci. Je-li vysunut pyj, je
byk ptipraven. Béhem naskoku technik nasméruje penis k umélé vaginé. Par vtefin
po zasunuti dochazi k ejakulaci. Jednordzovy sbérac s ejakulatem je odstfizen a ptfedan
do laboratoie k dalsimu zpracovani (Hofirek et al., 2009, Kliment et al., 1983, Louda
etal., 2001, Obr.: 5).

Elektroejakulace se vyuzivd pouze u kvalitnich bykl, ktefi nejsou schopni
odbéru do umélé pochvy. Rektum je nejprve zbaveno vykall a vyplachnuto 1 -2 %
roztokem NaCl (Louda et al., 2001). Na uroveit semennych vacki jsou pak zavedeny
sondy s ventralné oreintovanymi elektrodami. Elekroejakulator ma naprogramovany
cyklus béhem kterého se zvySuje napéti od 0 do 13 V. Louda et al. (2001) obecné
popisuje odbér pii napéti 10 — 30 V, 3 — 5 opakovani po dobu 3 — 5 sekund.
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K ejakulaci dojde vétSinou bez erekce. Sperma vykazuje niz$i aktivitu a obsah

fruktdzy, objem a koncentrace jsou identické s odbérem do vaginy.

Masaz ampuli chamovodu je vyuzivana pouze pro diagnostické ucely
(bakteriologie, poruchy plodnosti). Stimulace probiha transrektalné, primérna doba
trvani je okolo 4 minut (Palmer et al., 2005) Ale u spousty jedincti béhem této metody
k ejakulaci ani nedojde. Cilem masaze je pomoci palce a ukazovacku vytlacit spermie
obsazené¢ v ampulich do mocové trubice (Palmer et al., 2004) Kvalita odebrané¢ho
spermatu je niz$i. Bialy and Smith (1958) stanovili poc€et spermii v ampulich na 418

milonu a v chamovodech na 340 milionu.

Kliment (1983) také zmifiuje odbér chirurgickou cestou piimo z nadvarlete.

Tyto spermie jsou odebrany bez semenné plazmy pro védecké tcely.

Palmer et al. (2005) porovnaval kvalitu odebrané¢ho ejakulatu mezi
elektroejakulaci a rektalni masazi. Z vysledku je ziejmé, ze po odbéru elektroejakulaci
byla vys§i koncentrace spermii, vySSi procento Zivych spermii a vyS$i aktivita

neZ po masazi. Morfologické zmény byly shodné.

3. 4. 2. Hodnoceni ejakulatu

Do &ervna 2005 podléhalo vysetieni ejakulatu normé CSN 46 7111 , sperma
byka®, ktera ale byla zruSena bez nihrady. I naddle se na inseminacnich stanicich
stanovuji tyto parametry: objem, barva, pach, obsah cizich ptfimé&si, hustota, aktivita

a morfologické zmény (Véznik et al., 2004).

Minimalni objem ejakulatu byka je 4 ml. Tento parametr se hodnoti
vV odmérnych nadobach nebo véazenim. MnoZstvi semene je ovlivnéno geneticky,
uzitkovosti, intenzitou odbéri, rocnim obdobim, technikou odbéru, vyzivou

a zdravotnim stavem (Louda, 2001; Véznik et al., 2004).

Pohledem se subjektivné stanovuje barva a cizi pfimeési, ¢ichem pach. Barva by

mela byt mléénd nebo nasedla. Zluté zbarveni mize odpovidat mnozstvi flavonida
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Vv krmivu. Kvalitni ejakulét je prosty cizorodych ¢astic, jako je hnis, moc, krev, chlupy
atd. Pach ma byt specificky, lehce mléény (Louda, 2001; Véznik et al., 2004).

vvvvvv

kvalitu a stupenn fedéni. M¢Efi se nejcastéji spektrofotometricky, ale miize se vyuzit
I pocitani v Birkerové komtrce (hematocytometricky), spermiodenzimetrem, CASA
nebo prutokovou cytometrii (Prathalingam et al., 2006). Koncentrace by neméla

klesnout pod 700 000 spermii v mm?®(Louda, 2001; V&Znik et al., 2004).

Aktivita spermii se hodnoti subjektivni nebo objektivni metodou. Subjektivni
hodnoceni se déla pod mikroskopem s vyhtatou destickou (38 °C). Kapku ejakulatu je
nutné¢ nejprve nafedit bud’ predehfatym citritem sodnym, nebo fyziologickym
roztokem. Nasledn¢ se odhadem urcuje procento spermii s pfimocarym pohybem
za hlavickou minimalné¢ ve 3 zornych polich. K objektivnimu posouzeni slouzi
pocitaéovy program CASA (computer asisted semen analysis; Garner, 1997). Dobry
ejakulat obsahuje minimalné¢ 70 % spermii s pfimocarym pohybem (Louda, 2001;

Véznik et al., 2004).

Morfologické hodnoceni se v praxi nedéld pii kazdém odbéru ale pouze
v urcitych casovych intervalech (napf. 1x mésicné; Louda, 2001). Pfed hodnocenim je
nutné spermie obarvit. Existuje vice metodik barveni napt. dle Hancocka, dle
Farellyho aj. Pak se pod mikroskopem hodnoti procento morfologickych zmén, které
by nemély ptfesdhnout 20 %. Primarni zmény, tj. zmény ziskané ve varleti, max.

u 10 % spermii (Barth a Oko, 1989).

3. 4. 2. 1. Faktory ovliviiujici kvalitu ejakulatu

Obecné lze Ccinitele ovlivilyjici kvalitu ejakulatu rozdélit na endogenni
(vnitini) a exogenni (vn¢j$i). Mezi vnitii patii staii byka, zdravotni stav, plemenna
piislusnost a genetické faktory, reprodukcni aktivita (intervaly mezi odbéry) a nervovy
typ. Do vnégjsich pak spadad teplota prostiedi, délka svételného dne, vyziva, typ

ustajeni, stres, zoohygienicka opatieni, hierarchie ve stadé, prostiedi a nastroje pouzité
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pii odbéru, zpiisob zpracovani ejakulatu (napf. doba mezi odbérem za zmrazenim),

manipulace s ejakulatem (Louda, 2007; Hofirek 2009; Bhoite et al., 2008).

Bylo prokazano, ze vék byka ovliviiuje vSechy parametry kvality semene,
nejvyznamnéji objem a pocet spermii (Fuerst-Waltl et al., 2006). U mladych byku
po dosazeni pohlavni dospélosti se teprve formuji fyziologické funkce a tak se
zvysujicim vékem zvysSuje 1 objem odebrané¢ho ejakulatu a jeho koncentrace. U starych
byki zase opaéné zacne produkce spermii postupné klesat (Mathevon et al., 1998).
Bhakat et al. (2011) tvrdi, Ze nejlepsich vysledkt dosahuji byci okolo 4. — 5. roku.

Bali¢ et al. (2012) porovnaval hladiny latek, vznikajicich pii oxidativnim stresu
v disledku vyssich teplot prostiedi. Byky plemene simental rozdélil do dvou skupin:
2 — 4 roky staré¢ a 5 — 10 let staré. Prokazal, ze mladi byci jsou mnohem nachylné;si
k oxidativnimu stresu. Biochemické produkty se mé&fily v krevni a semenné plazmé
a jejich hladiny korelovaly se snizenou motilitou a kvalitou spermii. Nejhorsi vysledky

byly naméfeny u mladsi skupiny v obdobi léta.

Masna a primitivnéj§i plemena obecné vykazuji hor$i kvalitu nez mlécna
a proslechténa plemena (Hofirek, 2009). To dokazuji price zaméfené na srovnani
zakladnich parametrti ejakulatu u belgického modrého a holStynského skotu. Belgické
modré ma statisticky vyznamné horsi vysledky, pfedevSim zvySeny pocet spermii
s protoplazmatickou kapkou a poSkozeni stfedového oddilu (Hoflack et al., 2006).
Dlivodem je vysoka citlivost na stres napt. v diledku teplot prostfedi ptesahujicich
30 °C, piesun do jiné staje, kulhani atd. (Bellinge et al., 2005). Také byl u belgického
modrého pozorovan vyssi podil kolagennich vladken v intersticialni tkani varlat.
Prakticky se jedna o mirnou testikularni hypoplazii, diky které jsou varlata nachylné;jsi
k degeneracim. U imbrednich linii tohoto plemene zhorSena plodnost koreluje s mensi
velikosti Sourku (Hoflack et al., 2007).

Urceni koeficientu heritability pro jednotivé vlasnosti ejakulatu je Vv ramci
riznych studii dost variabilni, od nizké dédivosti az po stiedni (Karoui et al., 2011).
U holstynského skotu Mathevon et al. (1998) stanovil hodnoty 0,24 pro objem, 0,25
po koncentraci, 0,31 pro motilitu, 0,38 pro pocet spermii a 0,49 pro procento zivych

spermii u mladych bykt a u dospélych 0,44 pro objem, 0,36 pro koncentraci, 0,01
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pro motilitu, 0,54 pro pocet spermii a 0,64 pro procento zivych spermii. Pro plemeno
motbeliard zase Mathevon et al. (1997) vypocitali tyto hodnoty: objem 0,08,
koncentrace 0,32 a pocet spermii 0,15 u mladych byk a u dospélych bykl objem
0,49, koncentrace 0,08 a pocet spermii 0,12. Korelaci mezi genetikou a prostredim

stanovili na 0,55 u objemu semene, 0,61 u koncentrace a 0,46 u poctu spermii.

Intervaly mezi odbéry se zabyval Fuerst-Valtl et al. (2006). Dospéli k zavéru,
ze pauza 4 — 6 dni plisobi nekoncentraci pfiznivéji nez prestdvka 1 — 6 dni. S tim se
ztotoznil 1 Mathevon et al. (1998), ktery tika, ze idealni interval mezi odbéry je 4 — 5
dni. Pfi vicecetném odbéru bé¢hem jedoho dne je nejvyssi koncentrace pii prvnim

skoku (Fuerst-Valtl et al., 2006).

Ze vysoka teplota prostiedi (Sourku) negativné ovliviiuje spermatoogenezi, jiz
bylo zminéno. PoSkozeni se tyka hlavné membran a fyzikalnich vlasnosti spermii
(Carruthers a Melchior, 1988), vede ke snizené motilité, niz§imu poctu zivych spermii
a zvySenému vyskytu morfologickych abnormalit (Setchell, 1998). Pro spravny prub¢h
spermatogeneze je potieba o0 4 — 5 °C nizsi teplota, nez je télesna (Brito et al., 2004).
Idealni teplota prostiedi byla Fuerst-Valtl et al. (2006) stanovenana 5 — 15 °C.

Vyznamnou termoregulacni funkci varlat maji varletni Zily, které nasedaji
na varletni tepny a tim je ochlazuji. Co vSechno ovliviiuje tuto funkei, zkoumal Brito
et al. (2012). Vyvoj varletnich cév byki monitoroval pomoci USG, méfenim teploty
Sourku a hodnocenim spermii. Vysledky ukazuji, Ze dileZzita je délka a primér tepny,
plocha povrchu, ktera je v kontaktu s Zilami a vzdalenost arterialni krve od venodzni.
Celkovy prumér kuzele se diky postupnému ukladani tuku s vékem zvétSuje, zhorSuje
mechanismus chlazeni a vzdaluje od sebe i prutok tepenné a zilni krve. Primérna
teplota Sourku se zvySuje a S ni 1 vady spermii (hlavné hlavicky) a procento spermii

s protoplazmatickou kapkou.

Vliv na teplotu Sourku ma nejen teplota prostiedi samotnd, ale 1 nadmotska
vyska. Ve vyse polozenych oblastech rostou naroky na kyslik a dochazi ke zvySovani
teploty metabolismu. Snizuje se priitok testikularni krve vedouci az k mirné hypoxii

a klesa kvalita spermatu (Setchell, 1998).
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Ptestoze skot neni povazovan za druh s pohlavnni sezénosti ma fotoperioda
vliv na zménu parametri ejakulatu. VéEtsi rozdily byly pozorovany u plemen
vySlechténych z bos indicus (asijska plemena) nez u plemen ptvodem z bos taurus
(evropska plemena; Bhakat et. al., 2011). Studie sbirajici data 31 let od celkem
694 byka (71 983 odbéril) ctyfech rtiznych plemen (holStynské, Svycarské hnéde,
charolais a limousine) fika, ze nejkvalitngjsi ejakulat maji byci v 1ét€, horsi béhem jara
a podzimu a nejhor$i v zim¢ (Snoj et. al, 2013). Ke stejnym vysledim se dopracovali
i Teixeira et al. (2011). Fuente et al. (1984) naopak tvrdi, Ze pravé v zimé je ejakulat
nejkvalitnéjsi. Dalsi vyzkumy vliv fotoperiody uplné vyvraci (Brito et al., 2004).
Dulezité je ale brat v potaz geografickou polohu. V oblasti rovniku jsou zmény délky

svétleného dne jen velmi malé (Snoj et. al, 2013).

Korelace mezi vyzivou a kvalitou ejakulatu byla vypoétena na 0,7 (Humbolt
etal., 1993). Endokrinologické parametry téz vyznamné ovliviuji produkci spermii,

jedna se hlavn¢ o hladiny testosteronu a kortizolu (hierarchie, stres; Snoj et al., 2013).

3. 4. 3. Redéni ejakulatu

Redéni ejakulatu je nezbytné pro vytvofeni podminek umoziujicich pieziti
spermie pii konzervaci. Béhem dlouhodobého uchovéani je tfeba uvést spermie
do stavu jakési anabiozy, nebot’ metabolické produkty maji na spermie negativni vliv.
Metabolickymi procesy vznikla kyselina mlécna zvySuje pH prostedi. To neptiznivé
plisobi na motilitu a metabolickou aktivitu. Pokud pH klesne pod 5,5, probiha
ireverzibilni denaturace enzymii (Norman et al., 1958). Jako inhibitor motility plisobi

i oxid uhligity (Shettles, 1940).

Abychom mohli spermie zamrazit, musi fedidla spliovat jist¢ funkcni
parametry, které jsou zajiStény obsahem téchto komponentii: iontové ¢i neiotové latky
K udrzeni osmotického tlaku a pH, zdroj lipoproteinu pro eliminaci chladového Soku,
glycerol jako kryoprotektivum, glukoza nebo fruktéza jako zdroje energie a dalsi
pfisady jako napf. enzymy, antibiotika zajiSt'ujici nezavadnost (Vishwanath a
Shannon, 2000).
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Gamc¢ik a Kozumplik (1992) déli fedidla dle Milovanova (1962)
do 3 funké¢nich skupin: protektory, zajistujici vyzivu a ochranu, extendory zvySujici
objem a implementory usnadiujici prichod sami¢im pohlavnim ustrojim

(uterotonika).

Pro udrzeni osmotického tlaku se nejcastéji pouziva roztok chloridu sodného
(Amirat et al., 2005). Mezi pufra¢ni latky patii fosfat, citrat sodny, kyselina citronova
nebo TRIS (hydroxymetylaminomethan). Antibiotika se mohou pouZzivat pouze
takova, ktera jsou pro spermie nezavadna (Bousseau et al., 1998). Akhter et al. (2007)

tvrdi, ze ATB zlepSuji i fertiliza¢ni vlastnosti semene.

Dosud nejlepsi objevené kryoprotektivum je glycerol. Zabranuje tvorbé ledové
krystalické miizky a tim zvySuje viskozitu fedidla (Nicolajsen and Hvidt, 1994).
Pii ptechodu pfies teplotné kritickd mista (bod mrazu) béhem konzervace stabilizuje
membrany a to vazbou na polarni skupiny misto vody (Woelders, 1997). Dalsi
pouzivanou alternativou kryoprotektiv jsou etylenglykol a dimetylformaldehyd.
Ale pti pouziti glycerolu bylo prokazano vyssi procento motility a integrity membran.
Ptfesto az 85% spermii po mraZeni vykazuje néjaky stupent poskozeni (Forero-
Gonzalez et al., 2012). Koncentrace glycerolu v fedidlech je zavisla na ostatnich
komponentech ale obvykle se pohybuje okolo 7% (De Leeuw et al. 1993).
Koncentrace nad 9 % se ukazala jako toxicka (Fahy, 1986).

Pfitomnost cukrii v fedidle je také nezbytnd. Jednoduché sacharidy zajist'uji
energeticky zdroj pro spermie. BéZné se pouziva fruktéza nebo glukédza, lze vyuzit
I jiné cukry ale rychlost jejich metabolizace je rozdilna. Laktoza z mléénych fedidel je
vyuzivana velmi omezen¢ (Parkinson et al.,, 2001). Watson (1979) upozoriuje

i na ovlivnéni osmotického tlaku.

V minulosti se k fedéni hojné pouzivalo kravské mléko. Od jeho vyuziti se
ale ustupuje z divodl nebezpeci kontaminace. Diky typickému zakaleni bylo také
obtizn¢ hodnotit spermie pod mikroskopem z diivodu snizené viditelnosti (Vishwanath
and Shannon, 2000). Funkéné mléko zastdvalo ochranu pied chladovym Sokem.

Bergeron et al. (2007) stanovil, ze pro tyty vlastnosti je nejvyznamnéjsi obsah kaseinu.
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Jiz v roce 1940 Philips and Lardy doporucili fedit ejakulat vajecnym zloutkem.
Vsimli si totiz, ze diky nému se spermie stavaji odolngjsi vici chladovému Soku.
Problémem je, stejné¢ jako u mléka, riziko bakteridlni nebo mykoplazmatické
kontaminace. Bousseau et al. (1998) porovnaval fedidla bez zivo¢iSnych komponentd,
se zloutkem a se Zloutkem a mlékem. Jejich vysledky potvrzuji, ze pti pfidani zloutku
a mléka se objevuje mirnd kontaminace zatim co u fedidla bez zivoc¢isnych slozek ne.
Vajicko mize byt také zdrojem toxini poskozujici spermie a jeho slozeni muze

vyznamn¢ kolisat.

Jones (1976) se zabyval studiem jednotlivych komponentd vaje¢ného zloutku.
V té dob€ uz vznikaly myslenky nahradit cely zloutek pouze funkéné vyznamnymi
lecitin a LDL. Lecitin pusobi jako ochrana pfed chladem a mrazem. Jeho nevyhodou
je ale Spatna rozpustnost ve vod¢, takze tvori nestabilni suspenze. Pfi intenzivnim
michéni se rozklada na lysolecitin, ktery je po spermie toxicky. Bylo prokazéano,
ze lecitin izolovany ze s6jového extraktu ma negativni vliv na respiraci spermii. AvSak
v pokusu byla mira fertilizace krav po pouziti inseminacnich davek s lecitinem

srovnatelna jako pfi pouziti Zloutkovych fedidel (Bousseau et al., 1998).

LDL se vaZe na membranu, ¢imz ji stabilizuje. V kritickych teplotnich zénach
pusobi jako izolant (Vishwanath et al., 1992). Lze ho pifidavat i samostatn¢ ale zatim
neexistuji fedidla, ktera by byla zalozena jen na bazi LDL. V minulosti se ekonomicky
nevyplatilo izolovat LDL pro komercni pouziti ale s vyvojem metody, kterd zajistuje
az 67% vytéznost a 97 % cistotu by to mohlo byt mozné. Problematickd by mohla byt
jeho stabilita béhem skladovani (Moussa et al., 2002).

Moussa et al. (2002) porovnaval zloutkové ftedidlo a ftedidlo s LDL.
Po rozmrazeni se posuzovala motilita, integrita membran a osmolarita. Vysledky
ukazuji, ze samotny LDL poskytuje spermiim lepsi ochranu ptfed chladovym Sokem
nez pouziti celého zloutku. Procento pohyblivych spermii bylo dokonce dvakrat vyssi.

Déle byla stanovena ideélni koncentrace LDL na 8% (Moussa et al., 2002).

Amirat et al. (2004) zase porovnaval Zloutkova fedidla a fedidla s rostlinnymi

zdroji fosfolipidii. Leps$i hodnoty po rozmrazeni vykazoval ejakulat mrazeny
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s vajeCnym zloutkem. Jak dokazal De Leeuw et al. (1993) ani syntetické lipozomy
nejsou tak G¢inné v ochrané pred mrazenim jako Zloutek. Takahashi et al. (2012)
dokonce stale povazuji za idealni fedidlo takové, které obsahuje glycerol a Zloutek
nebo mléko. Ideadlni koncentrace vajeéného Zloutku v fedidlech je 15 — 30 % (Van

Demark et al., 1957).

Mnozstvi fedidla piidaného k ejakulatu vychazi z predpokladu, ze inseminacéni
davka musi po rozmrazeni obsahovat minimalné 10x10° aktivnich spermii. Pro fedéni
tedy musime znat tyto hodnoty: objem ejakulatu, hustota (pocet spermii v miliardach/
cm®) a piedpokladana aktivita pro rozmrazeni. Vypodet mnoZstvi se Hdi timto

vzorcem:
P¢=V X H XA /P;
R={(Pg X Vg) — 25%} - V

Pg= pocet ins. davek

V= objem ejakulatu (cm?)

H= hustota (mld/ cm?®)

A= aktivita po rozmrazeni (%)

Ps= pocet aktivnich spermii v davce
R= mnozstvi pfidaného fedidla (cm®)

V4= objem pejety (cm®)

-25%: 20% ztrata pii vytlaceni obsahu ins. davky + 5% pfirozena ztrata

Redidlo je pfed michanim nahfato na teplotu ejakulatu (38 °C). Nasledné je
bud’ postupné, rovnomérné piilivano k ejakuldtu za sou¢asného michéni na oscilaénim
stolku nebo je rovnou cely objem nalit ke spermiim, které svym piirozenym pohybem

ejakulat promisi. Béhem tohoto procesu se ejakulat ochlazuje na pokojovou teplotu.
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Vse by mélo probéhnout do 15 minut od odbéru. V praxi se pouzivaji prumyslove
vyrabéna fedidla na Zloutkové bazi: Triladyl®, Optidyl®, Tris® a nebo bezzloutkova:
Bioxcell®, AndroMed®, Biociphos Plus® (Louda et al., 2001).

3. 4. 5. Konzervace ejakulatu

By¢i ejakulat miizeme konzervovat dvojim zplisobem: kratkodobé (chlazenim)
nebo dlouhodobé (mrazenim). Kratkodobéd konzervace se bézné nepouziva. Ejakulat
smichany s fedidlem na bazi vajecného Zloutku, mléka nebo citratu sodného (¢i jejich
kombinaci) se uchovava pfi teplot¢ 2 — 4 °C. Doba pouziti je maximaln¢ 2 dny,

pfi pouziti citratu sodného se snizenym pH 3 — 4 dny (Louda et al., 2001).

Skladovani ejakulatu pti 5 °C snizuji metabolickou aktivitu spermii. Ale tyto
zmény mohou byt i Skodlivé. Napiiklad se snizuje aktivita sodiko-draslikovych pump
a zvySend koncentrace intracelularniho sodiku je pro spermie fatdlni (Sweadner
and Goldin, 1980). Lepsi je uchovani za vysSich teplot, kdy je zakladnim
pozadavkdem piidavek média blokujiciho metabolické drahy. Optimalni teplota byla
stanovena na 18 — 24 °C. Skladovani pfi vyssSich teplotach snizuje plodnost vic, jak pfi

uchovani v 5 °C (Shannon a Cruson, 1984).

Mrazeni byciho ejakulatu je velmi vyznamnd metoda konzervace, ktera
pozastavuje vyvoj spermie, ale zaroven zachovava oplozovaci potencial na dlouhou
dobu (Watson, 1995). Pfi spravném uskladnéni (konstantni teplota) teoreticky
na neomezenou dobu (Salisbury and Hart, 1970). Pro rozvoj kryokonzervace byl
Nejprve se zacinalo s mrazenim na suchém ledé (-79 °C), pozd¢ji se pteslo na tekuty

dusik (-196 °C), ktery také ovlivnil GispéSnost této metody (Watson, 1995).

V soucasnosti se pro skladovani spermatu pouziva tzv. francouzska metoda
neboli pejety o objemu 0,25 ml (Obr. 6). Vyhodou je moznost natisku identifika¢nich

udaji a zamezeni kontaminace. Plastova dutinka s nafedénym ejakulatem je na jednom
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konci zatavena a na druhém je vatova zatka (Cassou, 1964). Japonska metoda — pelety

se v CR nepouzivaji od roku 1990 (Louda et al., 2001).

Mezi stresové faktory pusobici na spermie béhem kryokonzervace patii:
chlazeni, vystaveni médii potfebnych pro ochranu pfed mrazem a rozmrazenim.
Pti chlazeni je klicova rychlost, béhem které se dostavd voda ven z buiky.
Pti pomalém chlazeni odchazi velké mnozstvi vody ze spermie a tim se meéni
osmolarita a pH (tzv. solution effect), coz buiiku poskozuje. Naopak je-li ejakulat
ochlazen rychle, voda buiiku nestihne opustit a pii mrazeni se tvofi intracelularni led

ni¢ici spermii (Mazur a Liebo, 1972).

Proto bylo nutné optimalizovat miru a dobu ekvilibrace pro ptreziti bun&k
(Mazur, 1977). Robbins et al. (1976) navrhl optimalni rychlost chlazeni 26 —
52 °C/ min. Watson (1979) a Woelders et al. (1997) se ale shoduji na hodnotach 80-
120 °C/ min. Woelders et al. (1997) dale nalezli vztah mezi osmolaritou média
a rychlosti chlazeni. Rychlejsi zchlazovani je tolerovano pfi vyssi osmolarité, v médiu

obsahujici sachar6zu nebo trehaldzu.

V naSich podminkéch se pouziva ekvilibrace pelet rozprostienych na rampach
po dobu 2 — 3 hodin pfi teploté 1 — 3 °C. Nasledné mrazeni probiha v mrazicich
boxech s programovatelnou mrazici kivkou. Vychozi teplota je -70 °C a doba mrazeni
je 8 — 10 minut. V parach tekutého dusiku je proveden piesun pejet do globet a ty
zasunuty do kontejnert s tekutym dusikem (Louda et al., 2001).

Jak uz bylo feCeno, dalSim kritickym bodem je rozmrazeni pejety. Mazur
(1984) zjistil, ze rychle rozmrazeni brani rekrystalizaci vody, ktera poskozuje
membranu. Dal$im problémem pii pomalém rozmrazovani je rychlé vniknuti vody
zpét do buiiky a nasledné zmény v osmotickém tlaku vedouci k poskozeni (Curry a
Watson, 1994). Za optimalni rozmrazovaci proces je povazovano ponoieni pejety
do vodni lazné o teploté 38 °C po dobu 20 sekund (Louda et al., 2001). I pies pouziti
nejlepSich konzervacnich technik je pfezitelnost po rozmrazeni pouze néco malo

nad 50% (Polge et al., 1949).
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3. 5. Chladovy Sok

Negativni uc¢inek chladového Soku byl znam uz pied vice nez 70 lety (Philips
a Lardy, 1940). Obecné tento fyzikalni faktor vede k destabilizaci membran podobajici
se fyziologické kapacitaci (Fuller a Whittingham, 1997), po které se vyrazné sniZuje
doba pfezitelnosti spermie (Yanagimatchi, 1994). Konkrétn¢ dochazi k bobtnani
cytoplazmatické a akrozomalni membrany (Jones a Stewart, 1979), ke zménam
v jejich fluidit¢ (Holt and North, 1986), disregulaci influxu intracelularniho kalcia
(Robertson et al., 1990) a ke zménadm venzymové aktivité (Watson, 1981)
a metabolismu (White, 1993).

Almquist (1993) tvrdi, ze chladovy Sok ma vétsi vliv na akrozomalni integritu
nez na motilitu. Integrita membran je narusena v dusledku vyplaveni lipida. Z toho
vyplyva, ze samotné slozeni membrany (obsah fosfolipidi a cholesterolu) hraje
vyznamnou roli v odolnosti vi¢i Soku. Dalsi faktor odolnosti je obsah nenasycenych
mastnych kyselin, které mohou byt degradovany peroxidaci. To negativné ovliviiuje
motilitu, metabolismus, ultrastrukturu a plodnost spermii (White, 1993). Integritu

membran po chladovém Soku lze detekovat barvenim (Januskauskas et al., 1999).

White (1993) popisuje vliv snizeni teploty na narGst absorbace vapenatych
kationtli spermii, pfedevSim pii rychlém zchlazeni. Vysoky obsah vapniku v médiu,
ktery miize byt spermii pohlcen, vede ke snizeni pohyblivosti a metabolismu.

Fosfolipidy vaje¢ného Zloutku tomuto déji pravdépodobné zabratuji.

Spermie izolované piimo znadvarlete maji vici chladovému Soku vétsi
odolnost nez spermie ejakulované. To potvrzuje fakt, ze béhem priichodu nadvarletem
se méni vlastnosti membrany (Hammerstedt et al., 1982). U beranti a kancu se
zvySovala odolnost i po in vitro inkubaci. Slozeni média a jeho pH hralo vyznamnou
roli. Autofi si takové zjisténi vysveétluji zménou membranového slozeni

nebo zvysenim stability integralnich bilkovin béhem inkubace (Pursel and Johnson,
1975).

DalSim poznatkem je, Ze u ptadkd chladovy Sok neméni vlastnosti spermii.

Tento rozdil by mohl souviset s aktivitou angiotensin konvertujiciho enzymu (ACE).
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Vysledky méfeni ukazuji, ze u bykl je aktivita vyrazné¢ vyS§i ve spermiich
nez V semenné plazmé. Oproti tomu u ptaki jsou aktivity vyrovnané (Mohan et al.,

1992).

U berant bylo také prokdzano, ze pozitivni vliv na odolnost vii¢i chladu maji
seminalni proteiny, které jsou po navazani schopny zvratit zmény na membrané.
V pokusu se hodnotil vliv chladu na spermie zbavené semenné plazy, piicemz k jedné
skupiné byly dodany semenné proteiny. Ve vSech vzorcich se potvrdil pozitivni vliv
proteinti v zavislosti na koncentraci. Cim byla vyssi, tim byly vysledky lepsi. Dale se
zjistilo, ze pfiznivy vliv ma i pfidavek kyseliny linolové, olejové nebo vitaminu E,

které s proteiny interaguji (Pérez et al., 2001).

Na kanc¢ich spermiich se zjistoval vliv 2-hydroxypropyl-B-cyklodextrinu
(HBCD). Po jeho ho pfidani, byl ve vzorcich vystavenych chladovému Soku, zjistén
vy$si podil pohyblivych spermii s intaktni akrozomovou membranou a vyssi integritou
cytoplazmatické membrany. V ptipad€, Ze byl pfidan i cholesterol-3-sulfat (analog
cholesterolu) doslo ve vSech parametrech ke zhorSeni. HBCD totiz pracuje na principu
vyvazani cholesterolu z membrany, ¢imz zvySuje jeji odolnost. V piipadé dodani
cholesterolu jsou vazebna mista HBCD blokovana (Zeng a Terada, 2000).

K obdobnym zavértim na byc¢ich spermiich dosel 1 Visconti et al. (1999).

Pti komerénim zpracovani ejakulatu jsou z hlediska chladového Soku kritické
dva okamziky: chlazeni a rozmrazeni. Dahami a Sabini (1993) tvrdi, Ze pro dobrou
motilitu spermii po rozmrazeni je vhodny pifechod z teploty 35 °C na 5 °C béhem
2 hodin. Dobrych vysledki je jest¢ dosazeno pii ochlazeni na 10 °C béhem 30 minut.
Rozmrazovani je lepsi provadét rychle, nejlépe par vtetin pii teploté 38 °C (Almquist,

1993).

Church and Graves (1976) elektroforeticky detekovali ztratu alkalické
proteinazy akrozinu a dalSich bilkovin akrozomu po 4 hodinové inkubaci pii 5 °C,
21 °C a 37 °C. Pouze pfi inkubaci v 37 °C 45% spermii ztratu bilkovin nevykazovalo.

Ztraty akrozinu byly vyrazné tlumeny pfitomnosti vaje¢ného Zloutku nad 15%.
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4. MATERIAL A METODY

4. 1. Charakteristika byku

Vsichni plemenni byci pochézi ze staji inseminacni stanice NATURAL,

spol. s. r. 0., Hradistko pod Mednikem. Ejakulat byl odebran konkrétné témto bykam:
byk A: ZBA-621, Polled REX, plemene blond d'Aquitaine, narozen 13.4.2008

byk B: NEO-267, Polledstar P, holstynsky skot, narozen 24.8.2011

byk C: NXA-873, Fame, holstynsky skot, narozen 10.9.2009

byk D: RAD-390, Imir, ¢esky strakaty skot, narozen 30.3.2009

byk E: NXA-863, Nucleus, holstynsky skot, narozen 7.4.2009

byk A;: ZAU-9, Usse, Aberdeen Angus, narozen 15.4. 2012

byk B;: ZAl-043, Vizigot, Aberdeen Angus, narozen 3.6.2012

byk Ci: EG-32, Enthorner, ¢esky strakaty skot, narozen 24.10. 2003

byk Dy: NXA-841, Mafioso, holstynsky skot, narozen14.12.2008

Namétené hodnoty kvality ejakulatu po odbéru (aktivita, hustota, objem) jsou

uvedeny v Tabulce 1.
4. 2. Redidla

Pro prvnim pokus, kde se hodnotil vliv individuality byka, bylo pouzito fedidlo
AndoMed®. Druha c¢ast prace, kterd se zméfovala na typ pouzitého fedidla, byly
pouzity tyto komercni piipravky: AndroMed® (Minitube, Némecko), BIOXcell®
(IMV Technologies, Francie), Optidyl® (BIO-VET, Francie), Steridyl® (Minitube,
Némecko), Triladyl® (Minitube, Némecko) aBULLXcell (IMV Technologies,
Francie).
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AndroMed®

AndroMed je bezzloutkové fedidlo ejakulatu obsahujici rostlinné fosfolipidy.
Pouziva se nejen u byku ale také u malych prezvykavcl. Pfed samotnym fedénim se

musi do koncentratu ptidat deionizovana, sterilni voda v poméru 1 : 4.
BIOXcell®

Toto fedidlo také neobsahuje zaddné zivocisné komponenty jako vajecny

zloutek nebo mléko. Koncentrat se fedi s bisdestilovanou vodou v poméru 1 : 4.

Optidyl®

Redidlo Optidyl je slozeno z TRIS, ionizovaného vajeéného Zloutku, glycerolu
a antibiotik. Pfed pouzitim se koncentrat smicha s neionizovanou vodou v poméru
2:3.

Steridyl®

Redidlo obsahujici ionizovany vajeény Zloutek a TRIS. Lze pouZit nejen
na ejakulat velkych a malych domacich prezykavci ale i exotickych druhd. Redéni

s redestilovanou vodou v poméru 2 : 3.

Triladyl®

Triladyl je koncentrat s obsahem TRIS pro jehoZ pfipravu je nutny piidavek
nejen deionizované vody a ale také vajeéného Zloutku. Cerstvy Zloutek je pro pfipravu
fedidla nutné prefiltrovat pies filtra¢ni papir. Pomér je 1 : 1 : 3 (koncentrat: zloutek:

voda).
BULLXcell®

Toto fedidlo je velmi podobné Triladylu®, také obsahuje TRIS a pfed pouzitim
se pridava cerstvy zloutek a voda v poméru 1 : 1 : 3 (voda). Nevyhodou této ptipravy
je zvysena pravdépodobnost bakterialni kontaminace semene. Zloutek neni ionizovany

jako je tomu u Optidylu® nebo Steridylu®.
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4. 2. Odbér ejakulatu a jeho zpracovani

Ejakulat byl u vySe uvednych bykt odebran ve 4 odbérovych dnech
na inseminacni stanici Natural, spol. s. r. o. v HradiStku pod Mednikem, za pouZiti
umélé vaginy a jednorazového sbérace. Néasledné¢ bylo proskolenym persondlem
stanice provedeno vatupni hodnoceni kvality ejakulatu dle pfedepsané metodiky.
Po senzorickém zhodnoceni zapachu a vyskytu cizich piimésin byla pomoci
SPEKOLu II fotometricky zjisténa hustota ejakulatu. Nasledovalo jeho zvazeni
na digitalni automatické vaze pro stanoveni mnozstvi. Pod mikroskopem s fazovym

kontrastem byla poté subjektivné (odhadem) urcena aktivita spermii.

Pomoci automatické pipety se sterilni Spickou byl odebran vzorek Cerstvého
ejakulatu pro prvni pokus (hodnoceni odolnosti vi¢i chladovému Soku pred
nafedénim). Ejakulat byl néasledné rozdélen na Sest dilli do jednordzovych sbéraci
akazdy zdili nafedén jednim zpfedem pfipravenych a nahtatych ftedidel.
Na oscilacnim stolku pak doslo k vzijemnému promiseni ejakulatu a fedidla.
Po desetiminutovém promichavani se z kazdého sbérace odebral vzorek spermatu
pro druhy pokus (hodnoceni odolnosti vii¢i chladovému Soku po nafedéni) a zbyly

obsah ve sbéraci byl ulozen do chladiciho boxu o teploté 4 °C.
4. 3. Chladovy test a hodnoceni odolnosti spermii

Pti kazdém pokusu byl zhotoven jeden roztér spermatu, ktery nebyl vystaven
chladovému Soku a tfi roztéry spermatu, které podstoupily samotny test. Ten byl
proveden tak, ze se ejakulatem naplnily tfi kapilarky pfiblizné¢ do 4/5 délky (cca
20 ul). Pomoci plasteliny byl jeden konec uzavien, a kapilary se vzorky se ponofily
na 10 minut do chlazené lazné (No Ice firmy Fischer Scientific®), které udrzovalo
teplotu 0 °C. Spermie, které nepodstoupily chladovy test a spermie testované

na chladovy $ok (po uplynuti inkuba¢ni doby) byly barveny na zivé/ mrtvé spermie.

Barviva 1 hodinova a podlozni sklicka byla ptfed barvenim umisténa na
vyhftivaci desku o teploté 37 °C. Zde probihal i cely proces barveni: semeno 0 objemu
20 pl bylo z kapilary ¢i pipety pieneseno na hodinové skli¢ko a pfidano 20 pl eosinu.

Nasledujicich 30 sekund se obé slozky krouzivymi pohyby misily. Po této dobé bylo
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piidano 40 ul nigrosinu a jesté vSe kratce promichano. 20 ul vzniklé suspenze bylo
odebrano a pfemisténo na podlozni sklicko. Pomoci dal§itho podlozniho sklicka byl
tahem zhotoven roztér (Obr. 7). Pokus se opakoval vzdy po hodiné od ptedchoziho

(¢as 0, 1, 2, 3). Timto zpusobem bylo vyhotoveno 308 preparatt.

Samotné vyhodnoceni roztéri probihalo v laboratofi katedry specidlni
zootechniky. Zaschlé preparaty byly posouzeny pod mikroskopem S fazovym
kontrastem pii zvétSeni 1000X za pouziti olejové imerze. Z kazdého vzorku bylo
napocitano min. 100 spermii a zhodnoceno, zad v dobé barveni byla spermie Ziva
¢inikoliv. Kone¢né vystupy testu vyjadiuji procenticky podil Zivych spermii

ve vzorku.

Ziva spermie s funkéni cytoplazmatickou membranou nepropusti eosin
do bunky a spermie ziistane nenabarvena, zatim co mrtva spermie barvivo ptijme. Je-li
pfitomen akrozom, barvi se rizové. Bild barva vtéto oblasti znaci jeho ztratu.

Nigrosin ma funkci kontrastniho barviva (Obr. 8).

4. 4. Statisticka analyza

Pro potieby vyhodnoceni vlivu individuality byka byli hodnoceni byci A, B, C,
D a E, jejichz ejakulaty byly natedény AdroMedem®. Test byl provadén v ¢ase 0, 1,
2 a 3. V ramci vyhodnoceni vlivu pouzitého fedidla byli vybrani byci A;, B: Cia Dy,
ukterych se kitedéni pouzila tato komercni fedidla: AndoMed®, BIOXcell®,
Optidyl®, Steridyl®, Triladyl® a BULLXcell®. Test se po ¢ase 0 opakoval pouze

jednou (Cas 1).

Udaje jako oznaceni byka, fedéni, Gas a procento zivych spermii byly postupné
zaznamenavany do tabulky v programu MS Office Excel. Pfed samotnym statistickym

vyhodnocenim byl déale vyjadien rozdil mezi pteZitelnosti pred a po chladovém testu.

K vypoctu vysledkli byl pouzit program Statistica 12, konkrétné¢ funkce
vyjadieni zakladnich statistik a ANOVA test na hladiné vyznamnosti 0,05.
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Pro hodnoceni vlivu individuality byka to byl konkrétn¢ jednofaktorovy ANOVA test
pro primérné procento zivych spermii, a pro primérny rozdil mezi procentem zivych
spermii pted a po chladovém testu. Dale byl pouzit vicefaktorovy ANOVA test
pro vysledna procenta zivych spermii pfed a po chladovém testu v Case, a pro rozdil

V procentech zivych spermii mezi hodnotami pied a po chladovém testu v Case.

Pro zjisténi vlivu pouzitého fedidla na pfezitelnost spermii vystavenych
chladovému Soku bylo nejprve provedeno porovnani ejakulatu nenafedéného
a nafedéného v ¢ase 0 jednofaktorovym ANOVA testem. Stejné jako u hodnoceni
vlivu byka byl pouzit vicefaktorovy ANOVA test pro vyslednd procenta zivych
spermii pfed a po chladovém testu v ¢ase, a pro rozdil v procentech zivych spermii

mezi hodnotami pied a po chladovém testu v Case.

5. VYSLEDKY

5. 1. Zakladni statistiky — byci

Nejveétsi podil zivych spermii u nenatedéného ejakulatu, pted chladovym
testem, mél byk C: 79,82% a nejnizsi byk D: 72,38 %. Po chladovém testu byla
nejvyssi hodnota naméfena také u byka C: 78,03% a nejnizsi u byka D: 42,86 %.
Nejveétsi rozdil mezi prezitelosti pfed a po chladovém testu, u nefedéného ejakulatu,
byl zaznamenan u byka D, kde podil zZivych spermii klesl primémé o 24,28 %.
Nejvyssi odolnost vic¢i chladovému Soku byla zjisténa u byka C, kde podil klesl

pramérné€ pouze o 4,39 % (Tab. 2).

Po natfedéni byla v Case 0 a pfed testem namétena nejvyssi prezitelnost spermii
u byka A: 76,7 % a nejnizsi u byka E: 63,96 %. Po chladovém testu byly nejlepsi
vysledky detekovany opét u byka A: 76,32%, nejhorsi u byka E: 54,12 %. Primérny
rozdil v ptezitelnost pfed a po chladovém Soku byl nejvétsi u byka C: 4,26 %
a nejnizsi u byka A: 0,75% (Tab. 3).

V Case 1 byla u fedéného ejakulatu nejvyssi hodnota pred chladovym Sokem

ubyka A: 76,07 % a nejnizsi u byka E: 56,52 %. Po testovani na chlad vykazoval
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nejlepsi hodnoty pteZitelnosti byk A: 72,51 % a nejhorsi byk E: 51,82 %. Nejvyssi
praimérny rozdil v podilu zivych spermii pfed a po chladovém Soku byl namétfen

U byka D: 6,98 % a nejnizsi u byka B: 1,77 % (Tab. 4).

V case 2 a pred testem byla naméfena nejvyssi prezitelnost spermii u byka C:
65,05 % a nejnizsi u byka E: 49,52 %. Po chladovém testu byly nejlepsi vysledky opét
detekovany u byka C: 64,65 %, nejhor$i u byka E: 45,05 %. Primérny rozdil
v ptezitelnosti pfed a po chladovém Soku byl nejvétsi u byka B: 5,04 % a nejnizsi

u byka C: 2,49 % (Tab. 5).

Nejvyssi podil zivych spermii v ¢ase 3, pfed chladovym testem, mél byk A:
62 % a nejnizsi byk E: 41,18 %. Po chladovém testu byla nejvy$si hodnota naméfena
také u byka A: 60,19 % a nejnizsi u byka B: 29,09 %. Nejvétsi rozdil mezi prezitelosti
pred a po chladovém testu byl zaznamenan u byka B, kde podil zivych spermii klesl
primérné o 13,16 %. Nejvyssi odolnost viic¢i chladovému Soku byla zjiSténa u byka D,

kde podil klesl praimérné pouze o 0,37 % (Tab. 6)

Pokles prezitelnosti spermii u byka A probihal nasledovné: v case 0
u nefedéného ejakulatu, pred testovanim byl podil Zivych spermii 77,37 %. Po testu
primérné klesl o 7,14 %. Po nafedéni v ¢ase 0 bylo procento Zivych spermii 76,7 %.
Po chladovém testu se dale primémé snizilo, ale o pouhych 0,75 %. Po hodinové
inkubaci byly hodnoty Zivych spermii 76,07 % pted testem, a po testu primérné klesly
0 3,01 %. Vcase 2 byly vstupni hodnoty podilu Zivych spermii 64,47 %,
po chladovém Soku spadly o 4,89 %. V poslednim meéfeni bylo procento zivych
spermii pied testem piesné 62 % a chladem se prumérné snizilo 0 2,4 % (Graf 1, Graf
4). Pramérny pokles procenta zivych spermii vlivem chladového $oku u fedéného

ejakulatu byl 2,76 %.

U byka B pokles piezitelnosti spermii probihal nasledovné: v ¢ase 0
U nefedéného ejakulatu, pred testovanim byl podil Zzivych spermii 74,85 %. Po testu
primérné klesl o 23,47 %. Po natfedéni v ¢ase 0 bylo procento Zivych spermii 64,86.
Po chladovém testu se dale primérmé snizilo o 2,4 %. Po hodinové inkubaci byly
hodnoty Zivych spermii 58,56 % pted testem, a po testu primérné klesly o 1,77 %.
V case 2 byly vstupni hodnoty podilu Zivych spermii 52,48 %, po chladovém Soku
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spadly 05,04 %. V poslednim méfeni bylo procento pted testem 48,31 % a chladem
se primérn¢ snizilo 0 13,16 % (Graf 1, Graf 5). Primérny pokles procenta zivych

spermii vlivem chladového Soku u fedéného ejakulatu byl 5,59 %

Byk C: v case 0 u nefedéného ejakulatu, pied testovanim byl podil zivych
spermii 79,82 %. Po testu primérné klesl o 4,39 %. Po nafedéni v ¢ase 0 bylo procento
zivych spermii 75,89 %. Po chladovém testu se dale primérné snizilo o 4,26 %.
Po hodinové inkubaci byly hodnoty Zivych spermii 69,03 % pied testem, a po testu
pramérné klesly o 2,59 %. V ¢ase 2 byly vstupni hodnoty podilu zivych spermii
65,05 %, po chladovém Soku spadly o 2,49 %. V poslednim méfeni bylo procento pred
testem 55,45 % a chladem se primérné snizilo 0 9,69 % (Graf 1, Graf 6). Primérny
pokles procenta zivych spermii vlivem chladového Soku u fedéného ejakulatu byl

4,75 %.

Byk D: v ¢ase 0, u nefedéného ejakuldtu, pfed testovanim byl podil Zivych
spermii 72, 38 % a po testovani klesl o 24,28 %. V ¢ase 0 ale nafedény mél hodnotu
69,92 % a pokles byl 0 2, 12 %. V prvni opakovani (¢as 1) bylo procento zivych
spermii 64, 95 %, chladovym Sokem se snizilo o 6,98 %. Pied chladovym testem
Vv Case 2 byl podil Zivych 53,48 % a zaznamenan byl pokles o 4,95 %. V ¢ase 3 bylo
pted testem procento zivych 46,61 % a po ném kleslo 0 3,68 % (Graf 1, Graf 7).
Primérny pokles procenta Zivych spermii vlivem chladového Soku u fedéného

ejakulatu byl 4,43 %.

A pokles prezitelnosti spermii u byka E probihal takto: v ¢ase 0 u nefedéného
ejakulatu, pted testovanim byl podil zivych spermii 72,41 %. Po testu primérné klesl
0 6,75 %. Po nafedéni v ¢ase 0 bylo procento zivych spermii 63,96 %. Po chladovém
testu se dale primérné snizilo, ale o pouhych 6,7 %. Po hodinové inkubaci byly
hodnoty zivych spermii 56,52 % pied testem, a po testu primérné klesly o 2,88 %.
V case 2 byly vstupni hodnoty podilu Zivych spermii 49,52 %, po chladovém Soku
spadly o 3,38 %. V poslednim méfeni bylo procento pied testem piesné 41,18 %
a chladem se praimérné snizilo o 3,68 % (Graf 1, Graf 8). Primérny pokles procenta

zivych spermii vlivem chladového Soku u fedéného ejakulatu byl 4,16 %.
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Dale byli byci za zadkladné plemenné pftislusnosti rozd€leni do skupin dle
uzitkového typu: mlécny (n=3), masny (n=1) a kombinovany (n=1). U mlé¢ného typu
byla nevys$si namétena hodnota podilu zivych spermii pied chladovym testem 79,82 %
(byk B, ¢as 0 — nenafedény, Tab. 2) a po testu 78,03 % (byk B, ¢as 0 — nenafedény,
Tab. 2), a nejniz§i hodnota pted testovanim 41,18 % (byk E, ¢as 3, Tab. 6)
a po testovani 29,09 % (byk E, ¢as 3, Tab. 6). Primérny rozdil mezi procentem zivych
spermii pied a po chladovém testu byl u nenafedéného ejakulatu: 11,53 %, v case 0:
4,45 %, v Case 1: 2,41 %, v case 2: 3,64 % a Vv ¢ase 3: 7,93 % (Graf 2).

U masného uzitkového typu jsou hodnoty nasledujici: nejvyssi naméiend
hodnota podilu zivych spermii pfed chladovym testem 77,37 % (byk A, cas 0 —
testovanim 62 % (byk A, ¢as 3) a po testovani 58,33 % (byk A, cas 3). Primérny
rozdil mezi procentem zivych spermii pfed a po chladovém testu byl u nenafedéného
ejakulatu: 7,14 %, v ¢ase 0: 0,75 %, v ¢ase 1: 3,01 %, v Case 2: 4,89 % a v Case 3:
2,4 % (Graf 2).

U kombinovaného typu byla nevyssi namétfena hodnota podilu zivych spermii
pfed chladovym testem 72,38 % (byk D, ¢as 0 — nenafedény) a po testu 51,96 % (byk
apo testovani 42,86 % (byk D, ¢as 3). Primémy rozdil mezi procentem Zivych
spermii pied a po chladovém testu byl u nenatedéného ejakulatu: 24,26 %, v case 0:
2,12 %, v case 1: 6,98 %, v Case 2: 4,95 % a v Case 3: 0,37 % (Graf 2).

5. 2. Zakladni charakteristiky — Fedidla

Nejvetsi podil zivych spermii u nenafedéného ejakulatu, pred chladovym
testem, mé&l byk Dy 82,14 % a nejnizsi byk By 65,21 %. Po chladovém testu byla
nejvyssi hodnota naméfena u byka Ay 71, 69 %, a nejnizsi u byka C; 47,63 %.
Nejvetsi rozdil mezi prezitelosti pied a po chladovém testu, u nefedéného ejakulétu,

byl zaznamenan u byka C;, kde podil zivych spermii klesl primémeé o 24,98 %.
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Nejvyssi odolnost vic¢i chladovému Soku byla zjisténa u byka A;, kde podil klesl

prumérné pouze o 7,63 % (Tab. 7)

Pii pouziti fedila AndroMed® byla v Case 0 primérna pocatecni hodnota
podilu zivych spermii 70,08 %, ktera vlivem chladového testu klesla primérné
08,29 %. V case 1 byl primérny vychozi podil zivych spermii 62,1 % s primérnym

poklesem Zivych spermii po vystaveni chladu 0 5,2 % (Tab. 7).

Ve varianté, kdy bylo fedéno BIOXcellem® byla v ¢ase 0 primérna pocatecni
hodnota podilu zivych spermii 67,72 %, kterd vlivem chladového testu klesla
primérmné o 6,55 %. V ¢ase 1 byl primérny vychozi podil Zivych spermii 43,87 %

S primérnym poklesem zivych spermii po vystaveni chladu o 5,17 % (Tab. 8).

Redidlo Optidyl® mélo v ¢ase 0 praimérnou podateéni hodnota podilu Zivych
spermii 62, 78 %, které vlivem chladového testu kleslo primérné o 8,69 %. V case 1
byl primérny vychozi podil Zivych spermii 57,09 % s primémym poklesem Zivych

spermii po vystaveni chladu o0 4,26 % (Tab. 9).

Pii pouziti fedila Steridyl® byla v ¢ase 0 primérnd pocatecni hodnota podilu
zivych spermii 56,03 %, kterd vlivem chladového testu klesla primérné o 7,66 %.
V case 1 byl primérny vychozi podil zivych spermii 53,3 % S praimérnym poklesem

zivych spermii po vystaveni chladu o 7,75 % (Tab. 10).

V pokusu, kdy bylo fedéno Triladylem® byla v ¢ase 0 primérna pocate¢ni
hodnota podilu zivych spermii 57,14 %, kterd vlivem chladového testu klesla
primérné 0 8,01 %. V ¢ase 1 byl primérny vychozi podil zivych spermii 52,32 %

s prumérnym poklesem zivych spermii po vystaveni chladu 0 6,78 % (Tab. 11).

Pti pouziti fedila BULLXcell® byla v ¢ase 0 primérna pocatecni hodnota
podilu zivych spermii 54,22 %, ktera vlivem chladového testu klesla primérné
05,83 %. V case 1 byl primérny vychozi podil zivych spermii 52,35 % s primérnym

poklesem Zivych spermii po vystaveni chladu o 5,24 % (Tab. 12).
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5. 3. ANOVA - vliv byka

Pro hodnoceni vlivu individuality byka na piezitelnost spermii vystavenych
chladovému Soku byly vyhotoveny 4 analyzy. Jednalo se o jednofaktorovy ANOVA
test pro primérné procento zivych spermii, a pro prumérny rozdil mezi procentem
zivych spermii pied a po chladovém testu. Dale byl pouzit vicefaktorovy ANOVA test
pro vysledna procenta zivych spermii pied a po chladovém testu v Case, a pro rozdil

v procentech zivych spermii mezi hodnotami pfed a po chladovém testu v Case.

Jednofaktorovy ANOVA test pro primérné procento zivych spermii souhrnné
porovnava vysledné hodnoty procenta zivych spermii u jednotlivych bykd. Vysledky
ukazuji, Ze na hladiné¢ vyznamnosti P < 0,05 se statisticky shoduji byci A, C a D. Byci
B a E jsou také statisticky shodni mezi sebou ale ne s byky A, C a D (Graf 9).

Jednofaktorovy ANOVA test pro primérny rozdil mezi procentem Zzivych
spermii pied a po chladovém testu vyjadiuje efekt chladového Soku a porovnava ho
mezi plemenymi byky. Vysledkem analyzy je potvrzeni nulové hypotézy, ktera tvrdi
ze, na hladin€¢ vyznamnosti P < 0,05 jsou rozdily v pfeZitelnosti spermii, v disledku

chladového Soku, u vSech byku statisticky shodné (Graf 10).

Vicefaktorovy ANOVA test pro vyslednd procenta Zivych spermii pted
a po chladovém testu v Case, pocita oproti jednofaktorovému testu i s vlivem ¢asovych
intervali mezi opakovanimi testii. Casové intervaly totiz vyznamné ovliviiuji vstupni
hodnoty (pfed chladovym testem) procenta zivych spermii jak je zfejmé z Grafu 11.
Vysledky toho testovani ukazuji, ze pouze byci B a E jsou na hladiné vyznamnosti
P <0,05 statisticky shodni, jinak mezi vSemi ostatnimi byky existuje statisticka

odlisnost (Graf 12).

Rozdil v procentech zivych spermii mezi hodnotami pted a po chladovém testu
Vv Case, ktery byl hodnocen vicevybérovym ANOVA testem, kombinuje hodnoty vlivu
chladového Soku na spermie s vlivem Casovych intervalt (Graf 13). Vyhodnoceni
ukazuje, Ze stejn¢ jako v ptipade jednofaktorového testu, jsou vSichni byci na hladingé

vyznamnosti P < 0,05 statisticky shodni (Graf 14).
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5. 4. ANOVA - vliv pouzitého redidla

Pro zjisténi vlivu pouzitého fedidla na prezitelnost spermii vystavenych
chladovému Soku bylo nejprve provedeno porovnani ejakulatu nenafedéného
a nafedéného v ¢ase 0 (rozdil mezi procentem zivych spermii pfed a po chladovém
testu). Vysledky potvrzuji piedpoklad, ze je statisticky vyznamny rozdil v ptezitelnosti
spermii po vystaveni chladovému Soku, u ejakulatu, ktery byl nafedén a ktery nikoliv.
Na hladin¢ vyznamnosti P < 0,05 jsou rozdily shodné u vsSech pouzitych fedidel,

ale nejsou shodné s ejakulatem nenafedénym (Graf 15).

V dal§im testu jsem se zméfila na hodnoty podilu Zivych spermii
u jednotlivych fedidel spolu s faktory, které na n€ piisobi: individualita byka, ¢as testu
a provedeni chladového testu (Graf 16, Graf 17). Celkové hodnoceni vypada
nasledovné: na hladiné vyznamnosti P < 0,05 je statisticky shodny AndroMed®
s BIOXcellem® a Optidylem®, Steridyl® je shodny s Triladylem® a BULLXcellem®
a Triladyl® s BULLXcellem®. Mezi vSemi ostatnimi fedily, existuje statisticky

vyznamny rozdil (Graf 18).

Jako poslednim byl opét vyhodnocen primérny rozdil mezi hodnotami podilu
zivych spermii pfed chladovym testem a po testu. Také se zde bral v potaz Gcinek
vlivli pusobicich na kone¢nou hodnotu: individualita byka a ¢asu testu (Graf 19).
Vysledky ukazuji, ze na hladiné¢ vyznamnosti P < 0,05 jsou mezi sebou vSechna

pouzita fedidla shodna (Graf 20).

6. DISKUZE

Zakladni statistické charakteristiky, které vyjadfovaly procento Zivych spermii,
Vv pritbéhu testovani u nefedéného ejakulatu, ukazuji, Ze spermie byka C byly nejvice
odolné vic¢i chladovému Soku. Tento byk mél nejen nejvyssi procento preZitelnosti
spermii pied chladovym testem (79,82 %) ale i po ném (78,03 %) a vysledny
primérny rozdil mezi témito hodnotami, byl také nejniZsi ze vSech pozorovanych

bykt (4,39 %).
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Uplnym opakem je byk D. Ten mél na pocatku testovani nejnizsi podil Zivych
spermii (72,38 %), ktery v prub&hu testu klesl praimémé o 24,28 %, a na konci
nefedéného ejakulatu vici chladovému Soku ho ale nemohu oznacit jednoznacné
za nejhorsiho, nebot’ rozdil mezi piezitelnosti spermii pfed a po chladovém testu se
vyrazné neliSila od byka B. U ného byl podil zivych spermii pted testem 74,85 %
a pramérné klesl o 23,47 %.

Byci A a E byli u hodnoceni nefedéné¢ho ejakulatu relativné vyrovnani.
Primérny pokles procenta zivych spermii vlivem chladového Soku u nefedéného

ejakulatu byla u byka A 7,14 % a u byka B 6,75 %.

Ejakulat, ktery byl u bykli A, B, C, D a E nafedén stejnym fedidlem -
AndroMedem®, také vyjadfoval jistou variabilitu v odolnosti vi¢i chladovému Soku
mezi jednotlivymi plemennymi byky, ale hodnoty jsou velmi vyrovnané. Prumérny
pokles podilu zivych spermii ve vSech ¢asech byl u byka A: 2,76 %, u byka B: 5,59,
u byka C: 4,75, u byka D: 4,43 % a u byka E: 4,16 %.

Na zaklad¢ téchto vysledkd vznika piedpoklad, Ze pouzitim fedidla se vliv
chladového Soku na prezZitelnost spermii sniZuje a vyrovnava se variabilita
Vv preZitelnosti spermii, kterd vznikd vlivem individuality byka. Je ale tfeba brat
V potaz, Ze u nefedéného ejakulatu bylo provedeno pouze meéteni v ase 0, oproti
ejakulatu fedénému, kde se test opakoval v po hodinovych intervalech tfikrat. Tento

fakt mize zasadn¢ ovliviiovat pravé zminéné predpoklady.

Pokud jsme plemenné byky rozdélili do skupin dle uZitkového typu, byl rozdil
V podilu Zivych spermii pied a po chladovém testu u nefedéného ejakulatu nejvyssi
u kombinovaného typu: 24,26 % a nejnizsi u masného: 7,17 %. U mléEného mlécného
uzitkového typu byl zaznamenan pokles o 11,53 %. Primérné hodnoty poklesu podilu
zivych spermii u nafedéného ejakulatu byly o mnoho vyrovnanégjsi. U mlécného

uzitkového typu to bylo 0 4,61 %, u masného o 2,76 %, a u kombinovaného o 3,61%.

Vysledky opét nabadaji ke stejnému zavéru jako u jednotlivych byku, ze mezi

uzitkovymi typy existuje jistd variabilita, ktera je pii pouziti fedidla snizovana, tak
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jako rozdil v procentu zivych spermii mezi hodnotami pied a po chladovém testu.
| zde Ize tato tvrzeni zpochybnit faktem, Ze test byl u nefedéného ejakulatu opakovan
jen jednou a u fedéného Ctyrikrat. Navic je ve skupiné masného a kombinovaného
uzitkového typu pouze jeden byk. Mlécny typ sice zastupuji byci tii, ale vSichni maji

stejnou plemennou piislusnost (holstyn).

Pfi testovani analyzy odliSnosti (ANOVA) se nejprve pracovalo se vSemi
hodnotami procenta zivych spermii. V prvnim testu nebyl bran ztetel na vlivy ptsobici
na kone¢nou hodnotu, jen individualita byka. Vyssich vysledkt dosahli byci A, C a D,
ktefi, jsou statisticky shodni. Statisticky nevyznamné rozdily ukazuji, ze nejlepsi
odolnost spermii vykazuje byk A poté byk C a nakonec byk D. Horsi vysledky
muzeme pozorovat u bykt B a E, ktefi maji hodnoty staticky vyznamné nizsi nez

pfedchozi byci. Spermie byka B jsou o malo odolnéjsi neZ spermie byka E.

Protoze tato analyza netesi vliv chladového Soku v rtizném case, byl proveden
vicefaktorovy test. Ten potvrdil statistickou shodnost odolnosti spermii byka B a E ale
vyvratil shodu mezi byky A, C a D. Dle kiivek Grafu 12 lze fici, Ze spermie byku A
a C maji lepsi kone¢né vysledky nez ostatni, ale nelze jednoznacné urcit, ktery je
nejlepsi 1 pres jejich statistickou neshodu. Nasleduje byk C a po ném byci B a E, které

op¢t nelze vlivem casu rozlisit.

Abych piimo vyjadfila efekt chladového Soku, tak jsem v dalSich analyzach
pracovala s rozdilem mezi procentem Zivych spermii pied chladovym testem
a po ném. Zde jsou vysledky jednofaktorového testu a vicefaktorového testu, ktery
pocita i s vlivem casového sledu, totozné. Mezi byky je statisticka shoda. Z Grafu 10
lze vycist, Ze nejvétsiho rozdilu dosahl byk B, néasleduje ho byk E, jen s nevyraznym
rozdilem oproti bykovi C, poté je byk D a nejnizsi rozdil vidime u byka A. Tento sled

je prakticky shodny s ptedchozim testovanim.

Na zdkladé téchto vysledkl je mozné fici, Ze v ramci mé prace byl potvrzen
vliv individuality byka na procento pieZzitelnosti spermii, které postupovaly chladovy
test. Na efekt chladového Soku, ktery byl definovan jako rozdil v procentu zivych
spermii pfed chladovym testem a po ném, vliv individuality byka potvrzen nebyl.

Vzhledem k nizkému poétu zkoumanych byki (n=5) mohou byt vysledky zkresleny,
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avSak se shoduji s vyzkumem Muifio et al. (2007), ktery tvrdi, ze vliv byka neni

statisticky vyznamny.

Pfed samotnym zahajenim analyzy prokazujici vliv fedidla na ptezitelnost
spermii, jsem nejprve porovnala hodnoty fedéného a nefedéného ejakulatu v case 0.
Vysledky potvrzuji piedpoklad, ze pritomnost fedidla pozitivné ovliviiuje odolnost
viuci chladovému Soku. Ty to vysledky jsou shodné s vyzkumem Chantler et al.

(2000).

Pokud v zakladnich statistickych charakteristikach fedidel srovname primeérné
procento rozdilu zivych spermii pfed a po chladovém Soku, bez ohledu na ¢as a byka,
mizeme si vSimnout pomérné vysoké vyrovnanosti. Nejlépe dopadlo fedidlo
BULLXcell®, které mélo pokles o 5,54 %, tésné¢ nasledoval BIOXcell®: 5,86 %,
zanim Optidyl® s poklesem o 6,48 %, ktery je velmi blizko AndroMedu®: 6,75 %,
nasleduje Triladyl®: 7,4 % a Steridyl®: 7,71 %.

Pfi porovnani hodnot podilu Zivych spermii pii pouziti jednotlivych fedidel,
kdy se jako soucast testu bere vliv individuality byka, Cas testu a provedeni
chladového Soku jsem dospéla k témto zavérim: statisticky shodna jsou fedidla
AndroMed®, BIOXcell® a Optidyl®. Nejlepsi je AndroMed® ale BIOXcell® se
od n¢j 1isi témét nepostiehnutelné. Nasleduje Optidyl® a skupina statisticky shodnych
fedidel, z nichZ je nejlepsi Steridyl®, poté Triladyl® a nejhiife dopadl BULLXcell®.

Tyto vysledky se shoduji s tvrzenim Herold et al. (2004), Ze nejvhodnéjsi
pouzivané fedidlo je AndroMed®. A ¢aste¢né také s tim, ze Triladyl je v ochrané pied
chladovym Sokem fedidlem nejhor§im. Nicméné po piidani semenné plazmy dosahuje

u kryokonzervovaného ejakulatu nejlepsi ptezitelnost po rozmrazeni (Herold et al.,
2003).

Stejné jako u vlivu individuality byki na piezitelnost spermii jsem se u i vlivu
pouzitych fedidel zabyvala efektem chladového Soku, ¢ili vyjadienim rozdilu mezi
procentem zivych spermii pied chladovym Sokem a po ném, s ohledem na jedince,
kterému byly spermie odebrany. | v tomto piipadé jsou vSechna fedidla statisticky

shodna. Nejlépe dopadl BULLXcell®, o néco hiife BIOXcell®, poté Optidyl®,
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nasleduje AndroMed®, Triladyl a nejhorsi vysledky ma Steridyl®. V tomto piipadé se
tedy s Heroldem et al.(2004) na vysledcich neshodujeme.

Pfi posuzovéani vlivu fedidla tedy nemlizeme jednoznacné tvrdit, ze typ
pouzitého fedidla ma vliv na konecnou prezitelnost spermii po chladovém Soku. Jak
tvrdi Vera-Munoze et al. (2009), neni vyznamny rozdil mezi fedidly ale obsah LDL
v fedidle. Statisticky vyznamné se od sebe nelisi ani fedidla na bazi vaje¢ného zloutku
a sojového extraktu jak tvrdi Amirat et al. (2004). Vysledky mohou byt zkreslené

nizkym poctem opakovani (n=4).
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7. ZAVER

Hypotézou diplomové prace byl predpoklad, ze chladovy Sok vyvola zmény
V prezitelnosti spermii, které se budou liSit mezi sledovanymi plemennymi byky

a mezi jednotlivymi typy pouzitého fedidla.

Pokud se zméfime na vliv individuality byka, ktery byl hodnocen Vv prvni ¢asti
prace, musime stanovenou hypotézu vyvratit. Byci sice vykazovali statistické
odli$nosti v namétenych hodnotich ale po zjiSténi efektu chladového Soku, cili
po vyjadieni procentického rozdilu v prezitelnosti spermii pied chladovym testem

a po ném, se vsichni byci statisticky shodovali.

Ani v ptipadé vlivu pouzitého komeréniho fedidla, jehoz prokazani bylo naplni
druhé ¢asti mé prace, nemuzeme stanovenou hypotézu piijmout. Statistickd shodnost
fedidel byla zjisténa jak u naméfenych hodnot ptezitelnosti, tak po vyjadieni efektu

chladového Soku.

Zavérem lze tedy fici, ze jista individualita se mezi byky 1 mezi fedidly
vyskytuje, ale nema v rdmci mé prace na piezitelnost spermii zasadni vliv. Jak uz bylo
zjisténo v jinych pracich, nejvyznamnégj$i vliv na pieZitelnost spermii v pribéhu

chladového Soku ma obsah LDL v fedidle.
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9. PRILOHY

Seznam priloh

Tabulky

Tab. 1: Hodnoceni kvality ejakulatu bykt

Tab. 2: Hodnoty podilu Zivych spermii v nefedéném ejakulatu, ¢as 0

Tab. 3: Hodnoty podilu Zivych spermii v fedéném ejakulatu, cas 0

Tab. 4: Hodnoty podilu Zivych spermii v fedéném ejakulatu, cas 1

Tab. 5: Hodnoty podilu zivych spermii v fedéném ejakulatu, ¢as 2

Tab. 6: Hodnoty podilu Zivych spermii v fedéném ejakulatu, cas 3

Tab. 7: Souhrnné hodnoty podilu zivych spermii pii pouziti fedidla AndroMed®
Tab. 8: Souhrnné hodnoty podilu Zivych spermii pii pouziti fedidla BIOXcell®
Tab. 9: Souhrnné hodnoty podilu zivych spermii pii pouziti fedidla Optidyl®
Tab. 10: Souhrnné hodnoty podilu Zivych spermii pii pouziti fedidla Steridyl®
Tab. 11: Souhrnné hodnoty podilu zivych spermii pfi pouziti fedidla Triadyl®
Tab. 12: Souhrnné hodnoty podilu Zivych spermii pii pouziti fedidla BULLXcell®
Grafy

Graf 1: Primérny rozdil mezi procentem zivych spermii pied a po chladovém testu

u riznych plemennych byka

Graf 2: Primérny rozdil mezi procentem zivych spermii pifed a po chladovém testu

dle typu uzitkovosti
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Graf 3: Primérny rozdil mezi procentem zivych spermii pied a po chladovém testu

dle typu pouzitého fedidla

Graf 4: Priubéh poklesu prezitelnosti v prabéhu chladového testu byk A

Graf 5: Pribéh poklesu prezitelnosti v prubéhu chladového testu byk B

Graf 6: Pribéh poklesu prezitelnosti v prubéhu chladového testu byk C

Graf 7: Pribéh poklesu ptezitelnosti v pribéhu chladového testu byk D

Graf 8: Priubéh poklesu prezitelnosti v prubéhu chladového testu byk E

Graf 9: Primérné procento Zivych spermii u jednotlivych byka

Graf 10: Pramérny rozdil procenta zivych spermii pied a po chladovém testu u

jednotlivych bykt

Graf 11: Pokles procenta zivych spermii v Case

Graf 12: Procento zivych spermii v ¢ase u jednotlivych byka

Graf 13: Rozdil v poklesu procenta zivych spermii v case

Graf 14: Rozdil v poklesu procenta zivych spermii v ¢ase u jednotlivych bykt

Graf 15: Rozdil v pteZitelnosti spermii nefedéného a fedéného ejakulatu a mezi fedidly

Graf 16: Procento zivych spermii u jednotlivych bykt ejakulatu pii pouziti riznych

fedidel (Cas 0)

Graf 17: Procento zivych spermii u jednotlivych bykl ejakuldtu pii pouziti rtiznych

fedidel (Cas 1)

Graf 18: Porovnani procenta zivych spermii pfi pouziti riznych fedidel

Graf 19: Rozdil v procentu zivych spermii pted a po chladovém Soku u jednotlivych

bykt, v ¢ase 0 a 1, pti pouziti riznych fedidel
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Graf 20: Rozdil v procentu zivych spermii pfed a po chladovém Soku pifi pouziti

riznych fedidel

Obrazky

Obr. 1: Pohlavni soustava byka

Obr. 2: Spermatogeneze

Obr. 3: Spermie byka

Obr. 4: Morfologie spermie

Obr. 5: Odbér ejakulatu u byka

Obr. 6: Pejety

Obr. 7: Roztér
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Byk Objem [ml] Hustota [10°/ ml] Aktivita [%]
A 16,3 1,3 90
B 6,3 1,8 80
C 10,8 1,8 80
D 6,9 1,6 80
A; 7,8 11 50
B: 10 0,9 50
C: 4,5 0,8 80
D; 4 1,6 80

Tab. 1: Hodnoceni kvality ejakulétu byki

Hodnoty naméfené po

Primérny rozdil

Byk Hodnoty naméfené pred chladovém testu [%] Vv piezitelnosti
chladovym testem [%] nejvyssi nejnizsi pied a po testu
[%]
A 77,37 73,97 67,54 7,14
B 74,85 51,93 50,83 23,47
C 79, 82 78,03 74,59 4,39
D 72,38 51,96 42,85 24,28
E 72,41 62,96 65,51 6,75

Tab. 2: Hodnoty podilu zivych spermii v nefedéném ejakulatu, ¢as 0

Hodnoty naméfené pred

Hodnoty naméfené po

chladovém testu [%]

Primérny rozdil

Vv prezitelnosti

Byk chladovym testem [%] nejvyssi nejnizsi pred a po testu
[%]
A 76,7 76,32 74,19 0,75
B 64, 86 64,44 61,01 2,4
C 75,89 75,01 62,61 4,26
D 69,92 68,75 64,95 2,12
E 63, 96 60,39 54,12 6,7

Tab. 3: Hodnoty podilu Zivych spermii v fedéném ejakulatu, cas 0
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Hodnoty namétené po

Primérny rozdil

Byk Hodnoty namétené pred chladovém testu [%] V prezitelnosti
chladovym testem [%0] nejvyssi nejnizsi pted a po testu
[%]
A 76,07 72,51 68,57 3,01
B 58,56 58,23 54,47 1,77
C 69,03 67,52 64,60 2,59
D 64,95 63,3 54,86 6,98
E 56,52 56,91 51,82 2,88

Tab. 4: Hodnoty podilu Zivych spermii v fedéném ejakulatu, cas 1

Hodnoty naméfené po

Primérny rozdil

Byk Hodnoty naméfené pred chladovém testu [%] Vv piezitelnosti
chladovym testem [%] nejvyssi nejnizsi pied a po testu
[%]
A 64,47 62,28 57,14 4,89
B 52,48 49,53 45,87 5,04
C 65,05 64,65 61,48 2,49
D 53,48 50,96 45,53 4,95
E 49,52 47,92 45,05 3,38

Tab. 5: Hodnoty podilu zivych spermii v fedéném ejakulatu, ¢as 2

Hodnoty naméfené pred

Hodnoty namétené po

chladovém testu [%]

Primérny rozdil

Vv prezitelnosti

Byk chladovym testem [%] nejvyssi nejnizsi pted a po testu
[%]
A 62 60,19 58,33 2,4
B 48,31 38,46 29,09 13,16
C 55,45 46,49 52,38 6,96
D 46,61 45,9 42,86 0,37
E 41,18 40,47 32,35 3,68

Tab. 6: Hodnoty podilu zivych spermii v fedéném ejakulatu, ¢as 3
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) Nefedény ejakulat (Cas 0) 5 Cas 0 5 Cas 1
Byk Zivé spermie [%] Zivé spermie Zivé spermie
[%] [%]
Pied testem 78, 57 77,09 56,52
A
Primérny pokles po 7,63 8,4 91
testu
Pfed testem 65,21 60,93 63,03
B:
Primérny pokles po 12,14 7,63 6,54
testu
Pied testem 74,78 69,07 66,94
G
Primérny pokles po 24,98 9,52 3,16
testu
Pied testem 82,14 73,21 61,9
Ds
Primérny pokles po 18,69 7,61 2
testu
Pred testem 70,08 62,1
Celkové primérné hodnoty Pramemy pokles 8.29 5.2
po testu

Tab. 7: Souhrnné hodnoty podilu Zivych spermii pfi pouziti fedidla AndoMed®

) Nefevdén}'f ejakulat (Cas 0) 5 Cas 0 5 Cas 1
Byk Zivé spermie [%0] Zivé spermie Zivé spermie
[%] [%]
Pred testem 78, 57 73,68 60,05
A
Primérny pokles po 7,63 7,33 3,57
testu
Pred testem 65,21 63,23 41,66
B:
Primérny pokles po 12,14 8,07 7,88
testu
Pted testem 74,78 69,69 64,53
G
Primérny pokles po 24,98 8,55 7,28
testu
Pted testem 82,14 64,28 61,24
Ds
Pramérny pokles po 18,69 2,24 1,95
testu
Pted testem 67,72 43,87
Celkové primérné hodnoty Primemy pokles 6.55 517
po testu

Tab. 8: Souhrnné hodnoty podilu zivych spermii pii pouziti fedidla BIOXcell®
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) Nefedény ejakulat (Cas 0) 5 Cas 0 5 Cas 1
Byk Zivé spermie [%] Zivé spermie Zivé spermie
[%] [%]
Pfed testem 78, 57 65,61 60,62
A
Primérny pokles po 7,63 8,2 5,63
testu
Pied testem 65,21 48,97 35,39
B:
Primérny pokles po 12,14 13,15 5,32
testu
Pied testem 74,78 70,15 66,89
G
Primérny pokles po 24,98 8,47 4
testu
Pied testem 82,14 66,38 65,46
Ds
Primérny pokles po 18,69 4,92 1,91
testu
Pred testem 62,78 57,09
Celkové prﬁmémé hOdl’lOty Prflmérn}'/ pOleS 8,69 4,26
po testu

Tab. 9: Souhrnné hodnoty podilu zivych spermii pii pouziti fedidla Optidyl®

) Nefedény ejakulat (Cas 0) 5 Cas 0 5 Cas 1
Byk Zivé spermie [%0] Zivé spermie Zivé spermie
[%] [%]
Pted testem 78, 57 54,12 60
A
Pramérny pokles po 7,63 9,19 12,83
testu
Pted testem 65,21 38,09 29,21
B:
Primérny pokles po 12,14 6,14 3,54
testu
Pted testem 74,78 65,81 66,38
Ci
Primérny pokles po 24,98 10,45 5,25
testu
Pied testem 82,14 66,1 57,62
Ds
Primérny pokles po 18,69 4,87 9,39
testu
Pied testem 56,03 53,3
Celkové primérné hodnoty Pramérny pokles 7.66 7.75
po testu

Tab. 10: Souhrnné hodnoty podilu zivych spermii pfi pouziti fedidla Steridyl®
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) Nefedény ejakulat (Cas 0) 5 Cas 0 5 Cas 1
Byk Zivé spermie [%] Zivé spermie Zivé spermie
[%] [%]
Pfed testem 78, 57 56,87 54,96
A
Primérny pokles po 7,63 9,25 1,95
testu
Pfed testem 65,21 38,46 28,31
B:
Primérny pokles po 12,14 7,91 2,02
testu
Pied testem 74,78 69,92 64,78
G
Pramérny pokles po 24,98 10 10
testu
Pted testem 82,14 63,3 61,24
Ds
Primérny pokles po 18,69 4,88 13,02
testu
Pred testem 57,14 52,32
Celkové primérné hodnoty Prameérny pokles 801 678
po testu

Tab. 11: Souhrnné hodnoty podilu Zivych spermii pfi pouziti fedidla Triladyl®

) Netedény ejakulat (Cas 0) Cas 0 Cas 1
Byk Zivé spermie [%] Zivé spermie Zivé spermie
[%] [%]
Pred testem 78, 57 47,91 49,51
A
Primérny pokles po 7,63 19 2,72
testu
Pred testem 65,21 37,73 34,78
B:
Primérny pokles po 12,14 4,73 7,2
testu
Pted testem 74,78 69,69 65,21
G
Primérny pokles po 24,98 10,48 5,44
testu
Pied testem 82,14 61,53 59,9
D:
Pramérny pokles po 18,69 6,19 5,59
testu
Pted testem 54,22 52,35
Celkové prﬁmérné hOdIlOty Prﬁmérn}'l pokles 5,83 5’24
po testu

Tab. 12: Souhrnné hodnoty podilu zivych spermii pfi pouziti fedidla BULLXcell®
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Graf 1: Primérny rozdil mezi procentem Zivych spermii pfed a po chladovém

testu u riznych plemennych byki

Primérny rozdil mezi procentem Zivych
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Graf 2: Priimérny rozdil mezi procentem Zivych spermii pfed a po chladovém

testu dle typu uzitkovosti
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9

8

7

6

5 B kombinovany
% 4 B masny

3 = mlécny

2

1

0

cas 0 cas1 cas 2 cas 3

Graf 3: Priimérny rozdil mezi procentem Zivych spermii pfed a po chladovém testu dle

typu pouzitého fedidla

Priimérny rozdil mezi procentem Zivych
spermii pred a po chladovém testu
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Graf 4: Prubéh poklesu piezitelnosti v prabéhu chladového testu byk A
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Graf 5: Pribéh poklesu prezitelnosti v prubéhu chladového testu byk B
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byk B
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Graf 6: Priibéh poklesu prezitelnosti v prubéhu chladového testu byk C

Pribéh pokiesu pfezitelnosti spermii béhem chladového testu

byk C
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Graf 7: Pribéh poklesu prezitelnosti v pribéhu chladového testu byk D

Pribéh pokiesu prezitelnosti spermii béhem chladového testu
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Graf 8: Prubéh poklesu piezitelnosti v prab¢hu chladového testu byk E
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Graf 9: Primérné procento zivych spermii u jednotlivych byka

Jednofakt. ANOVA
primérmné procento Zivych spermii

Byk
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Graf 10: Pramérny rozdil procenta zivych spermii pied a po chladovém testu u

jednotlivych bykt
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Graf 11: Pokles procenta zivych spermii v Case
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Graf 12: Procento Zivych spermii v ¢ase u jednotlivych byki
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Graf 13: Rozdil v poklesu procenta zivych spermii v ¢ase
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Graf 14: Rozdil v poklesu procenta zivych spermii v ¢ase u jednotlivych byku
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Graf 15: Rozdil v piezitelnosti spermii nefedéného a fedéné¢ho ejakulatu a mezi

rozdil [%]
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Graf 16: Procento Zivych spermii u jednotlivych byka ejakulatu pii pouziti

ruznych fedidel (¢as 0)

Procento Zivych spermii bykd A;, B;, C; a Dy za pouziti riznych fedidel (Cas 0)
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Graf 17: Procento Zivych spermii u jednotlivych byku ejakulatu pii pouZiti

ruznych fedidel (Cas 1)

Procento Zivych spermii bykd A;, By, Cr a Dy za pouziti riznych fedidel (Cas 1)
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Graf 18: Porovnani procenta zivych spermii pifi pouziti riiznych fedidel
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Graf 19: Rozdil v procentu Zivych spermii pied a po chladovém Soku u

jednotlivych byku, v ¢ase 0 a 1, pfi pouziti riznych fedidel
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Graf 20: Rozdil v procentu Zivych spermii pfed a po chladovém Soku pfi

pouziti riznych fedidel
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Obr. 1: Pohlavni soustava byka

< http://www.ansci.wisc.edu/jjpl/ansci_repro/lec/lec3 male anat/lec3diag.htmi>
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Obr. 2: Spermatogeneze

< http://bio1100.nicerweb.com/Locked/media/ch31/>

Obr. 3: Spermie byka

<http://www.ansci.wisc.edu/jjpl/ansci repro/lab/procedures/sperm/bull morp/bull m

orphology.htmI>
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Obr. 4: Morfologie spermie

http://www.answers.com/topic/sperm

Obr. 5: Odbér ejakulatu u byka

< http://www.totallycoolpix.com/2013/04/at-the-bull-sperm-bank/>
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Obr. 6: Pejety

<http://www.ansci.wisc.edu/jjpl/ansci repro/misc/project websites 07/tue07/rabbit a
i/Artificial%20Insemination.htmi>

Obr. 7: Roztér

< http://www.lab-turnov.cz/index.php?page=odbery/odbery7>

Obr. 8: Spermie nabarvené eosinem a nigrosinem

< http://www.thepigsite.com/articles/2596/quality-control-of-extended-boar-semen>
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