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1 UVOD

Uméld inseminace a kryokonzervace spermatu se staly prvnimi vyznamnymi
biotechnologickymi metodami v oblasti reprodukce. V zeméd¢€lstvi jsou vyznamné zejména
pro zvySovani kvality genetického zalozeni hospodaiskych zvifat a pro konzervaci
genetickych zdroju.

Je nezbytné si uvédomit, ze uméld inseminace mrazenym spermatem se pouziva
zejména ve stadech dojené¢ho skotu. Zde je Zadoucim produktem jalovicka narozena po
kvalitnim bykovi, ktera bude slouzit bud’ pro obnovu stdda nebo k prodeji za tcelem dalSiho
chovu. Proto byla v ndvaznosti na kroykonzervaci a umé¢lou inseminaci vyvinuta metoda
sexace spermatu. Vzhledem k tomu, Ze Groven zabfezdvani zejména dojenych krav je obecné
nizka a vyprodukované jalovice Caston nepokryji ani potfebu obnovy stada, vyuzivaji
chovatelé sexované inseminacni davky zejména k zajisténi vyssiho poctu jalovic.

V praxi se setkdvame s fadou kvalitnich bykil provéfenych na potomstvu, u kterych
sexované inseminacni davky nebudou nikdy dostupné. Pievoz byki na jinou stanici je totiz
sam o sob¢ ndkladnou zalezitosti s rizikem ztraty byka v disledku jeho poranéni. Na sexaci
navic reaguji spermie bykl riznym zptisobem, kdy sperma nékterych bykt je pro tuto metodu
nevhodné. Podstoupeni takového rizika je pro vétSinu inseminac¢nich stanic nepiijatelné i pfi
vidin€ dosazeni vysSich ziskll z prodeje sexovanych ddvek a moznosti vstupu na nové trhy.

Eliminace téchto rizik by byla mozna v pfipad¢ rozvoje metody dvojiho mrazeni
(Double Freezing; DF). Metoda pfedstavuje zmrazeni spermatu bykt ve velkém objemu,
rozmrazeni, sexaci a nasledné¢ opétovné zmrazeni v pejetich. Zavedeni DF do praxe
inseminac¢nich stanic by sniZilo néklady na sexaci spermatu, rozsifilo nabidku sexovanych
inseminacnich davek a eliminovalo rizika spojena s ptepravou bykd.

V oblasti DF 1 v mrazeni spermatu ve velkych objemech jiz byly ve svété provedeny

prvni pokusy. Jejich vysledky naznacuji, Ze propracovani a rozvoj této metody jsou mozné.



2 HYPOTEZY A CiLE PRACE

HYPOTEZY
Lze predpokladat, Ze
o rozdilné postupy rozmrazeni ejakulatii bykii mrazenych v riizné velkych objemech (4, 8
a 12 ml) ovlivni kvalitativni parametry ejakulatu po rozmrazeni,
o odlisny objem konzervovaného spermatu (4, 8 a 12 ml) riiznym zpiisobem ovlivni
kvalitativni ukazatele inseminacni davky po prvnim rozmrazeni i po opakovaném

zmrazeni metodou DF a opétovném rozmrazeni.

CILEM PRACE JE VYHODNOTIT VLIV:

o Ruznych metod rozmrazeni na kvalitativni parametry spermatu mrazeného ve velkych
objemech (4, 8 a 12 ml).

o Objemu ejakulatu pri prvnim mrazeni (4, 8 a 12 ml) na kvalitativni ukazatele spermatu
po rozmrazeni a na kvalitativni ukazatele inseminacnich davek vyprodukovanych

metodou DF, tedy dvojitym mrazenim.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 EJAKULAT BYKU

Ejakulat byka je tvofen spermiemi vznikajicimi v semenotvornych kandlcich varlat a
semennou plazmu, tvofenou smésici sekretll z varlat, nadvarlat a pfidatnych pohlavnich zlaz.

Proces vyvoje spermie se nazyva spermatogeneze a u byki trva 65 dnt.

3.1.1 Semenna plasma

Semenna plazma vznika v ptidatnych pohlavnich zlazach a tvoti vice nez polovinu
celkového objemu ejakulatu (Senger, 2003). V sami¢im pohlavnim ustroji vytvaii vhodné
prostfedi pro preziti spermii (Reece, 2009, Rego et al., 2014). Déle hraje aktivni roli pfi
transportu spermii v reprodukénim ustroji samic (Troedsson et al., 2005; Rego, 2014), chrani
je proti neptiznivym vlivim, zajiSt'uje jejich vyzivu a v neposledni fad¢ tvoii objemovou
slozku ejakulatu (Rego, 2014). Je bohatd na elektrolyty, fruktéozu, glukézu, kyselinu
citrébnovou, proteiny, lipidy, fosfolipidy, cholesterol, Na, K, Ca, P, Cl, Mg, Zn, testosteron,
estrogeny ALP (alkalické fosfatdzy), ALT (alanin aminotransferazy), AST (asparat
aminotransferazy) a LDH (laktat dehydrogenasa) a vitaminy (Juyena et Stelletta, 2012).

Komponenty semenné plasmy jsou nezbytné pro spravné funkce spermii, jako jsou
oplozeni a vyvoj embrya (Juyena et Stelletta, 2012). Jednim z prvotnich poznatkli o funkcich
semenné plasmy bylo zjisténi, Ze sniZzeny obsah fruktézy v semenné plasmé negativné
ovliviiuje aktivitu spermii pti prodlouzené inkubaci (Poulos et White, 1973). Semenna plasma
bykli obsahuje protein, ktery zabranuje nebo opozduje akumulaci extracelularniho véapniku
ejakulovanymi spermiemi a tim i zabranuje pred¢asné kapacitaci spermii (Rufo et al., 1982).
Dale byl prokazéan vliv obsahu alfa glukosiddzy a kyseliny citrénové na pH spermatu, které je
vyznamné z hlediska upravy pH v reprodukénim traktu plemenice (Said et al., 2009). Spermie
byk, které byly vystaveny vlivu semenné plasmy obsahuji vice vaznych mist pro heparin nez
spermie ziskané z nadvarlete. To je vyznamné z hlediska aktivace akrozémové reakce pii
setkani se zonou pellucidou vajicka (Miller et al., 1990). U jednotlivych zivoc¢isnych druht se
slozeni semenné plasmy lisi (Reece, 2009).

Odstranéni semenné plasmy, ke kterému dochazi zejména pii sexaci spermatu, mize
byt pfi¢inou zmény elektrickych naboji spermii. Dusledkem je nezadouci jev nazyvany
aglutinace spermii, pii kterém muizeme v ejakulatu pozorovat shluky spermii, jejichz hlavicky

se vzajemn¢ dotykaji (Maxwell et Johnson, 1999).
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3.1.2 Stavba spermie

Spermie jsou vysoce diferenciované haploidni buiiky, které obsahuji kondenzovany
chromatin a maji velmi limitované schopnosti biosyntézy a bunécnych oprav. Skladaji se
z hlavicky, spojovaci (stfedni) ¢asti a bi¢iku. Kazda z téchto casti hraje dulezitou roli pfi
oplozeni vajicka.

V hlavicce jsou ulozeny dvé zasadni struktury a to jadro a akrozém (Toshimori et Ito,
2003). Vjadru jsou ulozeny chromozomy (DNA), které se v pribé¢hu spermiogeneze
kondenzuji smérem do zadni Casti hlavicky (Dooher et Bennett, 2005). DNA spermie je
zabalena kolem vétSiny protaminii a nékterych histonti uvniti hlavicky spermie. Tato
struktura je nezbytna pro funkci spermie béhem priichodu skrz samici pohlavni trakt a pro
nasledné oplodnéni (Parisi et al., 2014). Samotné jadro je kryto jadrnymi obaly. Mezi nimi a
plasmatickou membranou byly nalezeny rtizné molekuly, které maji pravdépodobné funkce
dualezité pro oplozovaci schopnost spermii. Akrozém ulozeny na predni ¢asti hlavicky je kryt
vnéj$i a vnitini akrozomalni membranou a pokryva piedni ¢ast hlavicky. Jeho velikost
v poméru k velikosti hlavicky se rtizni mezi jednotlivymi druhy savci (Toshimori et Ito,
2003). Akrozoém vznikd v priibéhu spermatogeneze z Golgiho aparatu, kde je rovnéz
syntetizovan jeho obsah. Obsahuje proteolytické enzymy dulezité pro oplozeni vajicka
(Amann et Graham, 1993). NejvyznamnéjSimi z nich jsou akrosin a hyaluroniddza, mezi
jejichz hlavni funkce patti rozptyleni cumullus oophorus a naruseni zona pellucida vajicka
(Arthur et al., 1998). V akrozomu se rovnéz nachazi indofenoloxiddza — enzym dychani
dilezity pro latkovou vyménu a dychani spermii (Gamcik et al., 1984). Proces uvolnéni
obsahu akrozému a ztraty plasmatické membrany vnéjSiho akrozomu se nazyva akrozémova
reakce. Dochézi k ni po kapacitaci spermii (Cross et Meizel, 1989; Riley-Vargas et al., 2005).
Nasledn¢ spermie ziskava schopnost penetrovat zonu pellucidu a spojit se s vajickem (Riley-
Vargas et al., 2005).

Obrazek 1: Postup aktivace akrozomové reakce (Riley-Vargas et al., 2005).
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Krcek spojuje hlavicku s bicikem a nektefi autofi ho fadi mezi ¢asti biciku (Jelinek et
Koudela, 2003). Hlavicka je s krckem spojena proximalni centriolou, ktera je pevné spojena
s distalni centriolou. Ta tvoii stfed kr¢ku a pfipojuje dvé vlakna (mikrotubuly), ktera probihaji
bic¢ikem. Kolem mikrotubulli se nachéazi prstenec deviti vldken, které jsou nezbytné pro pohyb
spermii. Cely komplex je obklopen mitochondriemi (Etches, 1996), které zasobuji spermie
energii ve form¢é¢ ATP (Etches, 1996; Fang et al., 2014). Hlavni funkci bi¢iku je zajisténi
pohybu spermie

Cela spermie je kryta cytoplasmatickou membranou zajist'ujici jeji ochranu. Integrita
cytoplasmatické membrany je podminkou pro optimalni funkce spermii (Khan et [jaz, 2007) a
znalosti o jeji stavbé a termodynamickych procesech v ni jsou nezbytné pro vysvétleni poruch
chladového Soku spermii a poruch vznikajicich v disledku mrazeni. Oproti jinym bunikam
obsahuje nezvykle vysoké mnozstvi lipidi (Holt, 2000), pfi¢emz pievazuji fosfolipidy a
cholesterol (Hofirek et al., 2009).

Cholesterol ovlivituje bunéné membrany nékolika mechanizmy vcetné jeji stabilizace
a snizeni propustnosti (Crockett, 1998). Fosfolipidy ptedstavuji 65 — 70 % vSech lipida (Holt,
2000). V cytoplasmatické membrané vytvareji dvojvrstvu rozdélenou nepolarnim prostorem
pusobicim jako bariéra, kterd zabranuje priichodu ve vodé rozpustnych molekul (Amann et
Graham, 1993). Velké mnozstvi fosfolipidii obsahuje postranni fetézce docosahexaenové
kyseliny, kterd pravdépodobné proptjuje membrané jeji tekutost a labilitu. Proti témto
destabilizujicim efektim naopak pulsobi steroly, které jsou v membrané obsazeny v riiznych
mnozstvich (Holt, 2000).

Cytoplasmatickd membrana je uspofddana do riznych oblasti, ve kterych se pfi
fyziologické teploté vyskytuji tekuté a gelové faze lipidi. Lipidy plasmatické membrany vSak
reaguji na zmény teploty zménou jejich fyzikdlniho skupenstvi. Pfi snizeni teploty se tekuté
skupenstvi lipidi méni na gelové a predpoklada se, ze pfitomnost sterolt inhibuje tyto fazové
zmény (Holt, 2000), kdy vyznamnou roli hraje rovnéZ pomér cholesterolu a fosfolipidii v
cytoplazmatické membrané (Watson, 1981).

Ruazné oblasti cytoplasmatické membrany navic maji typicka slozeni proteina a lipidi,

ktera jsou nezbytnd béhem raznych fazi oplodnéni (Hammerstedt et al., 1990).



3.2 METODY HODNOCENI EJAKULATU

Laboratorni kontrola je dilezitym pfedpokladem pro pouzivani plnohodnotnych ejakulatii
pro dalsi zpracovani. Hlavnim cilem je posoudit kvalitu ejakulatu ve vztahu k vhodnosti pro
inseminaci (Kocks et Broekhuijse, 2014), respektive vyhodnotit potencialni plodnost samce
(Véznik et al., 2004). Jednotlivé metody hodnoceni ejakuldtu jsou v rtznych korelacich
k oplozovaci schopnosti spermii, respektive k plodnosti plemenika (Linford et al, 1976;
Baltisen, 2007), pficemz nejvyssi korelace k plodnosti byka vyjadiené poctem nepieb&hlych
plemenic (NRR - Non Return Rate) byly zjiStény pro poruSeni celistvosti akrozému (-0,59),
defekty v koncové casti biciku (-0,59) a pro podil spermii s pfimoCarym pohybem (0,53)
(Baltisen, 2007).

Je vSeobecné znamo, ze béhem procesu vyroby insemina¢nich davek klesa aktivita
spermii. Kvalita nativniho ejakulatu je proto vyznamna z hlediska vysledné kvality ejakulatu

po rozmrazeni (Fitzpatrick et al, 2002; Beran et al., 2011).

3.2.1 Organoleptické hodnoceni

Prvnim krokem pfii posouzeni odebraného spermatu z hlediska vhodnosti ke zpracovani
je organoleptické posouzeni, pii kterém je hodnocena barva, pfitomnost cizich pfimési a pach
ejakulatu ve sbéraci. Hodnoceni je provadéno bezprostiedné po odbéru. Barva ejakulatu ma
vliv na aktivitu spermii po odbéru, pficemz lépe byly hodnoceny ejakulaty barvy krémove,
svétle krémové, zluté, svétle zIuté a mlécné oproti ejakuldtim barvy Spinavé krémové, Spinave

bil¢é a bil¢ (Kanchan, 2015).

Na pritomnost pifimisenin v ejakuldtu ma vliv ptiprava byka na odbér, zejména pak jeho
oCisténi, zasttizeni chvostku a omyti predkozky (Gordon, 2004).
3.2.2 Stanoveni objemu spermatu

Stanoveni objemu spermatu je nezbytné pro vypocet objemu fedidla, kterym bude
ejakulat nafedén. Objem je moZno stanovit pfimo odectenim hodnoty z kalibrovaného sbérace

semene nebo zvazenim na laboratornich vahach.

3.2.3 Stanoveni hustoty spermatu (koncentrace)

Ptesné stanoveni hustoty spermatu je pifi vyrobé inseminacnich davek nezbytné nejen
pro kontrolu kvality ejakulatu, ale i pro pfesné stanoveni poméru fedéni tak, aby vyrobené

inseminaéni davky obsahovaly poZzadované mnozstvi spermii (Donoghue et al., 1996). V
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nativnim ejakulatu bykd se obvykle vyskytuje 300 — 2000 x10%ml spermii (Siddique et al.,

2011). Ke stanoveni hustoty ejakulatu 1ze vyuzit fadu metod.

3.2.3.1 Hemocytometrickda metoda

Principem této metody je zjisténi poctu spermii v pfesné definovanych polich v Biirker-
Tiirkové komtrce. Na zdkladé poméru fedéni vzorku, velikosti komlrky a mnozstvi vzorku
napipetovaného do komurky se po stanoveni poctu spermii v piesné definovanych polich
vypocte hustota spermatu. Hemocytometricka metoda je pro bézny provoz nevhodna z divodu
casové narocnosti a nezbytnosti nékolikerého opakovani pro ziskani ptesnych vysledki.

Variabilitu vysledku zjisténych touto metodou potvrdili Camus et al. (2011).

3.2.3.2 Spektrofotometrickad analyza

Spektrofotometrickd analyza byla prvni rutinné pouzivanou metodou stanoveni hustoty
ejakulatu u vétSiny zivociSnych druht. Takto ziskané vysledky vSak mohou byt snadno
zkresleny, naptiklad pfitomnosti cytoplasmatickych kapek, somatickych buné¢k, tukovych
kapek v ejakulatu (Evenson et al., 1993). Jednou z nevyhod spektrofotometrického meéfeni
koncentrace spermii je i nutnost pravidelné rekalibrace, kterd vyzaduje nékolikeré ovéfeni
pomoci ¢asové narocné hemocytometrie. Spektrofotometry maji navic limitované spektrum
detekce a neumoziuji presné stanoveni u velmi fidkych nebo naopak velmi hustych vzorki

(Fenton et al., 1990).

V dnesni dobé jsou dostupné fotometry piimo kalibrované na méteni hustoty spermatu
ruznych druhti hospodéiskych zvitat. Pfi porovnani téchto zafizeni urCenych k métfeni hustoty
spermatu kancii nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily ve zjisténych vysledcich a byla

zjiSténa vysokd opakovatelnost mefeni (Camus et al., 2011).

3.2.3.3 Elektronicka pocitadla

Vysledky méteni hustoty spermatu pomoci elektronickych pocitadel (Cell counter
systems) mohou byt zkresleny stejnym zpisobem jako vysledky ziskané spektrofotometricky
(Evenson et al., 1993). Tyto systémy pracuji na bazi analyzy snimkl ziskanych pomoci

integrovaného fluorescenéniho mikroskopu (Hansen et al., 2002).

3.2.3.4 Dalsi moZnosti stanoveni hustoty spermatu

K stanoveni hustoty spermatu je ddle mozno vyuzit pocitatové asistovanou analyzu

spermatu (CASA) a prutokovou cytometrii. Témto systému je vénovana pozornost nize.
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3.2.4 Hodnoceni aktivity ejakulatu

Posouzeni podilu normalnich spermii s progresivnim pohybem (aktivity) je nejcastéji
pouzivanou metodou hodnoceni kvality ejakulatu od zavedeni umélé inseminace az do dnes
(Foote, 2002). Aktivita je povazovana za jeden z nejvyznamnéjSich ukazatel kvality ejakuléatu
(Awad et al, 2011; Gloria, 2013) a to zejména pro jeji vliv na plodnost plemenika (Linford et
al., 1976, Januskauskas et al., 2001; Januskauskas et al., 2003; Baltisen, 2007; Puglisi et al,
2012; Gloria et al., 2013).

Nicméné samotna aktivita a parametry kinetiky popsané Mortimerem (2000) nemohou
byt povazovany samy o sobé za divéryhodné znaky pro predikci oplozovaci schopnosti
ejakulatu. Nezbytnym piedpokladem pro zachovani oplozovaci schopnosti spermii po
rozmrazeni je zachovani integrity a funkci cytoplasmatické membrany (James et al., 1999).
Déle je nutné, aby nedoSlo k poruseni funkci enzymt zodpovédnych za naruSeni zona
pellucida vajicka a fuzi svajickem, a aby celkové spravné fungoval chemismus

cytoplasmatické membrany (Holt, 2000).

Presnost korelaci mezi sledovanymi parametry ejakulatu a plodnosti byka je zavisla na
poctu pozorovani a presnosti pouzitych analyz (Rodriguez-Martinez, 2006). Korelace mezi
motilitou a plodnosti se pohybuji v rozmezi mezi 0,15 az 0,83 (Linford et al., 1976;
Januskauskas et al., 2003; Baltisen, 2007). Nejvys§i korelace r*=0,83 byla zjisténa mezi
motilitou a funkénimi vlastnostmi spermii (aktivita, integrita DNA a zivotaschopnost spermii)
(Januskauskas et al., 2001). Stfedni korelace byly vypocteny pro vliv podilu spermii
s pfimoc¢arym pohybem (0,40) a podilu spermii s celkovym pohybem (0,39) stanovené pomoci
syst¢tmu CASA na zabfezavani krav hodnocené pomoci testu nepiebéhlych plemenic (NRR —

Non-Return Rate) (Baltisen, 2007).

3.2.4.1 Mikroskopické posouzeni aktivity Skolenym technikem

Mikroskopické posouzeni aktivity spermii vysSkolenym technikem je nejbéznéji
pouzivanou metodou hodnoceni kvality ejakulatu. Vysledky hodnoceni podilu aktivnich
spermii i podilu morfologicky normalnich spermii se vSak mohou liSit v zavislosti na
subjektivni interpretaci jednotlivych technikti, které jsou dany kvalitou jejich proskoleni a
praxe (Auger et al., 2000; Toft et al., 2005; Walczak-Jedrzejowska et al., 2013), kdy pfi

porovnani vysledki byla nové proskolenymi techniky aktivita prikkazné nadhodnocovana



(Auger et al., 2000). Odhady se dale 1isi se zejména v podilu spermii s rychlym pfimocarym
pohybem (dle WHO klasifikovano jako stupeit A) a s pomalym piimocarym pohybem (stupeni
B) (Cooper et al., 2002). Pti subjektivnim hodnoceni je velmi dilezité provadét hodnoceni ve
sttedu kryciho sklicka, nebot’ na okraji sklicka dochazi k poskozeni spermii zplsobené

pravdépodobné tlakem kryciho sklicka na podklad (Lenz et al., 2010).

3.2.5 Viceuroviové metody analyzy spermatu

Moderni zafizeni pro analyzu kvality ejakulatu jsou schopna provést rizné kombinace
analyz z jednoho vzorku. Moznosti kombinace analyz vyplyvaji z technologického vybaveni

laboratofe.

3.2.5.1 Pocitacové asistovand analyza spermatu (CASA)

Zptesnéni metody posouzeni aktivity spermii bylo dosazeno s vyvojem pocitacove
asistované analyzy spermii (CASA, Computer-Assisted Sperm Analysis), pfi které jsou
zjiStovany presné informace o parametrech kinetiky spermii (Farrell et al, 1996, Mortimer,
2000, Simonik, 2014). Piehled hodnocenych parametri kinetiky je uveden v piiloze 1.
Parametry kinetiky maji vztah k fyziologickému stavu spermii a jejich mozné oplozovaci
schopnosti (Farrell et al., 1998; Kathiravan et al., 2011). Metoda umoznuje rovné€z porovnani
drobnych rozdilti mezi samci a rozdilnymi zplsoby oSetieni spermatu (Farrell et al., 1996,

Verstegen et al., 2002).

Ptesnost ziskanych vysledkti je ovlivnéna mnoha faktory (Farrell, 1998, Contri et al.,
2010; Simonik et al., 2014). Prvnim z nich je pomér fedéni, kdy u pfili§ hustych vzorkd nelze
zjistit presné parametery kinetiky. Koncentrace spermii by neméla presahnout 30 — 50x10%/ml
(Verstegen et al., 2002). Dle Contriho et al. (2010) by vSak koncentrace spermii neméla
presahnout 20x10%ml. Tito autofi rovnéZ uvadi, e pii koncentraci spermii 50 x10%ml se
piekryvaji drahy spermii a nemusi byt detekovany vSechny spermie pfitomné ve vzorku, coz
zkresluje 1 analyzu koncentrace spermii.

DalSim faktorem ovliviiujicim vérohodnost tidaji ziskanych pomoci CASA je délka

analyzy, kterd by neméla piekrocit 5 minut. Pfi del$im trvani klesa jak celkovy pocet aktivnich

spermii, tak 1 podil spermii s pfimoc¢arym pohybem (Contri et al, 2010).

Analyzu vzorku rozmrazeného ejakuldtu pak miize ovlivnit sloZeni fedidla. Obzvlasté u

zloutkovych fedidel dochazi ke zkresleni analyz koncentrace i aktivity v disledku detekce



zloutkovych granul (Moussa et al. 2002; Amirat et al., 2005). Parametry kinetiky byvaji casto
ovlivnény i viskozitou fedidla (Rijsselaere et al. 2003).

Vysledky mohou byt rovnéz ovlivnény hloubkou komurky, do které se umistuje vzorek
(Broekhuijse et al., 2011) a typem pouzité komurky (Lenz et al, 2010; Gloria et al., 2013).
Zasadni vliv na kvalitu provedeni analyzy pak ma lidsky faktor, ktery ji miize ovlivnit mnoha

zpusoby.

I ptes fadu vlivli psobicich na pfesnost hodnoceni pomoci CASA potvrzuji Farrell et
al. (1998), ze tato metoda nabizi vyssi opakovatelnost vysledkii ve srovnani se subjektivnim
hodnocenim. Stejny tym nalezl vyznamné rozdily mezi hodnotami ziskanymi pomoci CASA a

subjektivniho hodnoceni.

Systém CASA se rovnéz rutinné pouziva i ke stanoveni hustoty spermatu. Nezbytnym
piedpokladem pro ziskani presnych vysledki je precizni ptiprava a promiseni vzorku spermatu
s fedicim médiem a pouziti kalibrované komurky. Nasledné software CASA propocita i pocet
spermii v zorném poli a dle velikosti komlrky a poméru fedéni vypocitd koncentraci spermif
v ml. U nékterych systému je mozna korekce zaznami, napi. odznaceni necistot a oznaceni
poditadem neoznaéenych spermii (systém SCA, Mikrooptic, Spanélsko), u jinych tato korekce
mozna neni (AndroVision, Mintiib, Némecko). Ve srovnani s fotometrickou metodou
stanoveni hustoty ejakulatu se zjisténé hodnoty vyrazné lisi, pfiCemz nabizi CASA vyssi

opakovatelnost vysledkil (Farrell et al., 1998).

CASA muze byt dale, v kombinaci s fluorescencnim mikroskopem a pii vybaveni
patficnym softwarem, vyuzita i ke stanoveni funk¢nich vlastnosti spermii (napf. celistvost
bunécnych membran, celistvost akrozoému, mitochondrialni aktivita, celistvost DNA a dalSich).
Ve srovnani s prutokovou cytometrii je jeji vyuziti vyhodnéjsi z hlediska mozné vizudlni
kontroly hodnocenych poli/spermii (napt. kvalita obarveni spermiti).

Systémy CASA dnes tvoii neodmyslitelnou cast vétSiny védeckych reprodukcnich

laboratofi a zaCinaji se rutinné vyuZzivat i na inseminacnich stanicich a v dalSich

andrologickych laboratofich.

3.2.5.2 Pratokova cytometrie (Flow-cytometry)

Dalsi metodou vyuzivanou pii hodnoceni koncentrace spermii a funk¢nich vlastnosti
spermii je prutokova cytometrie. Principem metody je prichod jednotlivych spermii pies
svételny paprsek, pti kterém je zaznamenan pocet jeho preruseni a flourescence souvisejici se

spermiemi (Anzar et al., 2009).
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Diky barveni zivych, oslabenych a mrtvych spermii je mozné i pfesné stanoveni
koncentrace spermii a jejich odliSeni od necistot (Hansen et al., 2002; Petrunkina et al., 2010).
Vyhodou je i vyssi porovnatelnost vysledkli ve srovnani s hemocytometrickym (Hansen, et al.,
2002; Anzar et al., 2009; Christensen et al., 2013); respektive spektrofotometrickym meétenim
(Christensen et al., 2013). V praci Anzara et al. (2009) se naopak vysledky zjisténé flow-

cytometricky neliSily od vysledki ziskanych pomoci elektronického pocitadla.

Pomoci pritokové cytometrie je mozno analyzovat tisice spermii za méné nez 1 minutu
(Evenson et al., 1982, Anzar et al., 2009). Nevyhodou flow-cytometrie je nemoznost stanoveni

motility a parametri pohybu spermii.

3.2.6 Funkéni testy spermii

Funk¢éni testy spermii se provadi pomoci flourescen¢nich barviv, kterd maji riiznou
afinitu k riznym strukturdm spermii. Hodnoceni se mohou provadét analyzou obrazu za pouziti
mikroskopu vybaveného pfislusSnymi filtry, pomoci systémti CASA v kombinaci s

mikroskopem vybaveného ptisluSnymi filtry a samoziejmé i pomoci priitokové cytometrie.

3.2.6.1 Celistvost cytoplasmatické membrdany

Celistvost cytoplasmatické membrany je podminkou pro optimélni funkce spermii
(Khan et [jaz, 2007). K barveni vzorku pro stanoveni celistvosti spermatickych membran se
obvykle pouzivd kombinace latek SYBR-14 (nebo H33342) a propidum jodid, coz umoziuje
rozliSeni zivych spermii s neporusenymi membrdnami, zivych spermii s poruSenymi
membranami a mrtvych spermii. Propidium jodid se vaze na DNA spermii, do kterych vstupuje
s poskozenou cytoplasmatickou membranou (Johnson et al, 1994; Underwood et al., 2009).
Barvivo SYBR-14 se rovnéz vaze na DNA nejen poSkozenych a mrtvych spermii, ale 1 zivych
spermii a to diky svému lipofilnimu charakteru, ktery mu pomahé pirekonat membrany (Garner

et Johnson, 1995).

3.2.6.2 Celistvost akrozomii

Akrozomy ztraci vétSina mrtvych spermii (Cross et Meizel, 1989). Graham et al. (1990)
pozorovali v populaci mrtvych spermii ztratu akrozému v 50 — 80% ptipadu.

K fluorescencnimu barveni se pouziva barvivo PSA (pisum sativum aglutinin), které ma
schopnost vazby na obsah akrozomu po naruseni cytoplasmatické membrany (Graham et al.,

1990). Oznacuje tedy spermie, u kterych probéhla akrozoémovéa reakce. Barvivo H33342 pak
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diky schopnosti prostoupit nenaruSenymi plasmatickymi membranami oznacuje i spermie, u

kterych reakce neprob&hla.

3.2.6.3 Mitochondridlni aktivita

Fluorescen¢ni barveni rovnéZ umoznuje posouzeni mitochondridlnich funkci spermie
(Evenson et al., 1982). Moderni metody pro posouzeni funk¢nosti mitochondrii a celistvosti
akrozomu zahrnuji barveni rtiznymi fluorescenénimi barvivy a inkubaci vzorkil v riznych
médiich, kterd indukuji kapacitaci spermii (Petrunkina et al., 2007). Napiiklad fluorescencni
barvivo rhodamine 123 se specificky akumuluje pouze v mitochondriich (Graham et al., 1990).
Rodamin 123 je nejintenzivnéji akumulovan a zadrzovan v pln¢ funk¢nich mitochondriich,

naopak mrtvé buiiky ho nezadrzi viibec (Graham et al., 1990).

Mitochondrialni aktivita spermii muize byt redukovana v disledku mechanického,
osmotického a biochemického stresu. Poruchy funkce mitochondrii maji za néasledek tvorbu
reaktivnich forem kysliku (ROS), coz zplsobuje oxidativni stres a indukuje dal§i poruchy
mitochondrii (Pena et al., 2015) a nasledné i oplozovaci schopnost mrazeného spermatu a

jejichz vyskyt se zvySuje béhem mrazeni (Wang et al., 1997).

3.2.6.4 Celistvost DNA

Integrita DNA spermie je rozhodujici pro reprodukci. Pti barveni akridinovou oranzi,
ktera se vaze na Sroubovici DNA, je mozno analyzovat jeji stavbu. Pfi vazbé na neposkozenou
Sroubovici vyzatuje modré zafeni, které je viditelné pod modrym svétlem. Pfi vazbé na RNA
nebo poskozenou DNA (jeden fetézec) vyzaiuje za stejnych podminek cervené zareni (Fatehi

et al., 2000).

Dogan et al. (2015) udavaji korelaci fragmentace DNA k k plodnosti in-vivo 1> = -0,681.
Garcia-Macias et al. (2007) pak uvadi korelaci k plodnosti in-vitro 1> = -0,47.

3.2.7 Morfologicka stavba spermii a jejich hodnoceni

Abnormality v morfologické stavbé spermii jsou spojovany se sniZzenou plodnosti az
neplodnosti plemenika. Vyskyt abnormalnich spermii je zptiisoben negenetickymi faktory, jako
naptiklad abnormalitami varlat, rozSifenim cév v Sourku, vysokymi teplotami, uzitim
medikamentt, chemickych prostiedkii (napf. pesticidy) anebo infekcemi. Muze vSak byt
podminén i geneticky (Chenoweth, 2005). Abnormality v morfologické stavbé spermii vzniklé
v pribéhu spermatogeneze jsou oznacovany jako primdrni, vady které¢ vznikly po ukonceni

spermatogeneze, jsou oznacovany jako sekundarni (Chenoweth, 2005; Barszcz, 2012).
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Sekundarni vady vznikaji pti dlouhodobém pobytu spermii v ocasu nadvarlete, dale v prubéhu
ejakulace a v neposledni fadé pii nespravné manipulaci se vzorky (Barszcz, 2012). Vzhledem
k tomu, Ze primarni abnormality nemusi mit vétsi vliv na plodnost plemenika nez vady
sekundarni, byla vypracovana nova klasifikace hodnoceni. Podle t¢ jsou abnormality ve stavbé
spermii tfidény dle jejich vlivu na plodnost darce. Zatimco zavazné abnormality jsou ve
vyznamné korelaci k zhorSené plodnosti, vyskyt méné zavaznych abnormalit nemusi nezbytné
indikovat poruchu spermiogeneze. Avsak jejich vyskyt ve vétSim mnozstvi mize byt pficinou
snizené plodnosti plemenika (Chenoweth, 2005; Enciso et al., 2011). Klasifikace spermii dle
zévaznosti je uvedena v priloze ¢. 2. Nekteré zavazné abnormality, jako napiiklad dvojité
formy, zGzené baze hlavicek, malé hlavicky, zkracené bic¢iky a proximalni cytoplasmatické
kapky jsou spojovany se spermiemi nesoucimi defragmentovanou DNA (Saacke, 2008; Enciso
etal., 2011). Abnormalni spermie mohou redukovat oplozovaci schopnost dvémi zptsoby:

I. nedostanou se k vajicku — obvykle souviseji s poruchami v transportu spermie a je
mozné je kompenzovat zvySenim poctu spermii v inseminacni dévce (tzv. kompenzovatelné

vady);

II. k vajicku se dostanou, ale nejsou schopny ho oplodnit anebo neudrzi ranny vyvoj

embrya (tzv. nekompenzovatelné vady) (Chenoweth, 2005; Saacke, 2008).

Celd fada abnormalit v morfologické stavbé spermii mize byt detekovana
mikroskopicky, kdetekci jinych vSak byly vyvinuty specidlni testy. Pfesnost posouzeni
morfologické stavby spermii je ovlivnéna kvalitou proSkoleni technika (Franken et al., 2008).

Posouzeni miize byt provedeno kvalifikovanym odhadem (Walczak-Jedrzejowska et al.,
2013) nebo pomoci roztérti barvenych rliznymi typy barviv.

Ve stanoveni hranice pro vyskyt abnormdlnich spermii se autofi li§i. Naptiklad Barszcs
(2012) doporucuje nezpracovavat sperma byku pii vyskytu 15 % abnormélnich spermii.
Vilakazi a Webb (2004) uvadi moznost sniZené plodnosti pfi 30 %. Menon et al. (2011)

hodnoti vysledky byki s vyskytem abnormalnich spermii >30 % jako neuspokojivé.

3.2.8 Hodnoceni Zivotaschopnosti ejakulatu — biologické testy

Pfi biologickych testech je sledovana odolnost spermii viici riznym vnéjSim vliviim. Jedna
se o testy prezitelnosti, zkousku rezistence, zkousku zivych spermii na odolnost vii¢i chladovému
Soku, stanoveni procenta zivych a mrtvych spermii barvenim a stanoveni koncentrace vodikovych
iontll (Dhurvey et al., 2012) a fada dalSich. Jejich detailni rozbor neni pfedmétem piedkladané

prace, proto budou v nasledujicich fadcich popsany pouze testy pouzité pii vlastnim vyzkumu.
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3.2.8.1 Kratkodoby test preZitelnosti spermatu — termodynamicky test, TDT

Termodynamicky test piezitelnosti spermii se vyuziva k posouzeni doby, po kterou si
spermie udrzi schopnost pohybu mimo organizmus. Jde o jeden z nejstarSich, pfesto vsak i
v sou€asnosti rutinné vyuzivanych testli a to jak pfi vyzkumu, tak i v praxi inseminacnich
stanic. Jeho vyhodou jsou nenaro¢nost a zanedbatelné naklady na jeho provedeni.

Aktivita spermii je hodnocena obvykle v tficetiminutovych intervalech po dobu dvou
hodin. Po celou dobu je vzorek spermatu inkubovan ve vodni lazni temperované na 38 °C. Tato
teplota simuluje teplotu prostiedi pohlavniho ustroji plemenice (Beran et al., 2011). Jiz v roce 1976
zjistili Linford et al. korelace vysledkt TDT k plodnosti bykd u cerstvého spermatu 0,377. U
mrazen¢ho spermatu pak korelace zavisela na podilu Zloutku v fedidle. U vzorkd vyrobenych

pomoci fedidla s 15 % Zloutku §lo 0 0,158, u vzorkt se 7 % fedidla o 0,350.

3.2.8.2 Stanoveni procenta Zivych a mrtvych spermii barvenim

Zkouska je zaloZena na riizné afinit€¢ zivych a mrtvych spermii k barvivim. Mrtvé a
v mensi mife i oslabené spermie piijimaji barvivo eosin. Oproti tomu zivé spermie zustavaji
nezbarvené (Graham et al., 1990; Hofirek a kol., 2009). Slabé zbarvené, tedy oslabené, spermie
jsou obvykle hodnoceny jako mrtvé, jelikoz se predpoklada, Ze jde o spermie umirajici, které
neplni zadné funkce z hlediska oplozeni vajicka (Graham et al., 1990). Jako kontrastni barvivo se
pouziva nigrosin. V praci Grahama et al. (1990) nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi
vzorky hodnocenymi pomoci barveni eosinem-nigrosinem a prutokové cytometrie. Stejny autor

uvadi, ze metoda méa spolehlivou regresi ke stanoveni podilu spermii s celistvymi membranami.

3.2.8.3 HOS test (Hypoosmotic swelling test)

Test, pomoci kterého se hodnoti celistvost cytoplasmatické membrany v oblasti bi¢iku,
je zaloZzen na principu vystaveni spermii hypoosmotickému prostiedi. Byl vyvinut
Jeyendranem a kol. (1984) na zékladé pokusti o nalezeni snadné a levné metody laboratorniho
testovani kvality spermatu. Od té¢ doby prosel n€kolika modifikacemi a ve vysledku lze dle
Padrika et al. (2012) pouzit tfi verze tohoto testu:

HOS — 1: jako hypoosmotické prostiedi se vyuziva roztok 7.35 g citratu sodné¢ho a
13.51 g fruktézy v 1 1 destilované vody,

HOS — 2: jako hypoosmotické prosttedi se vyuziva 0,2 % roztok NacCl,

HOS - 3: jako hypoosmotické prosttedi se vyuziva 2,9% roztok citratu sodného.

U  spermii  snenarusenou  cytoplasmatickou =~ membrianou  vystavenych
hypoosmotickému prostiedi dochazi k nabobtani a sto¢eni bi¢ikl. Correa et al. (1997)

reportoval, Ze po rozmrazeni inseminacni davky bylo u bykt s dobrou plodnosti zjisténo 10,2
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+ 2,3 % au bykl s nizkou plodnosti 7,7 £+ 2,8 % spermii reagujicich na HOS, pfi korelacnim
koeficientu 0,56.

Padrik et al. (2012) zjistili u HOS-1 testu korelacni koeficient podilu spermii
s celistvymi membranami k aktivit¢ spermii 0,63 na trovni skoku a 0,77 na urovni byka,

piicemz podil reagujicich spermii nebyl ovlivnén vékem byka.

3.3 FAKTORY OVLIVNUJICI KVALITU A MNOZSTVI EJAKULATU
BYKU

3.3.1 Faktory vnitini

Vliv plemene na razné parametry kvality spermatu bykt byl prikazné potvrzen
v né¢kolika studiich (Beran et al., 2011; Boujenane et Boussaq, 2014, Duchacek et al., 2015).
Fiaz et al. (2009) podobné jako Snoj (2013) udavaji rozdilné kvalitativni a kvantitativni
parametry spermatu v ruznych ro¢nich obdobich u bykd riznych plemen. Tyto odchylky
vysvétluji rozdilnou toleranci plemene k danym podminkam prostiedi.

Jednim z vyznamnych faktort ovliviiujicich nékteré parametry kvality ejakulatu je vek
byka. Produkce spermatu a jeho kvalita rostou s vékem byka (Snoj et al., 2013; Boujenane et
Boussaq, 2014). Po dosazeni urcitého véku vsak kles4d objem ejakulatu, pficemz tento vek je
ovlivnén plemennou pfislusnosti byka. Byl prokazan vliv véku plemenika na pokles celkové
motility spermii zejména po 60 a 90 minutdch termodynamického testu (Farrell et al., 1996;
Farrell et al., 1998; Stolc et al., 2009). V pokusu Padrika et al. (2009) nemél vék byka vliv na
podil spermii s narusenou cytoplasmatickou membranou.

Uzitkovy smér (Holt et al., 2015) a plemeno byka (Nagendrakumar et Kathiseran, 2011)
maji vliv 1 na mrazitelnost spermatu, respektive nékteré parametry kvality inseminacni davky
po rozmrazeni. Je rovnéz znamo, Ze u nekterych byku existuje horsi mrazitelnost spermatu. Ta
se projevuje snizenou aktivitou mrazeného spermatu i pfesto, Ze jde o zdravé byky, ochotné
k pareni a jejich sperma je po odbéru normalni (Takahashi, 2012).

Kvalita ejakulatu je ovlivnéna 1 kondici byka. Vyssi motilita ihned po odbéru byla
zaznamenana u byki s télesnou kondici nad 2,75 bodu (Beran et al., 2011).

Plodnost bykli samoziejm& muze byt redukovana i geneticky. Jde zejména o vyskyt
abnormalnich spermii oznacovany jako DAG-efekt u plemene jersey, syndrom zbobtnalého
akrozomu vyskytujici se u holStynského plemene, abnormalni kondenzaci DNA nalezenou u

simentalského plemene nebo chronickou dekapitaci hlavicek (80-100 %) popsanou u riznych
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plemen skotu (Chennoweth, 2005). Dalsi pfi¢iny geneticky determinované redukce plodnosti
byly nalezeny srozvojem genomické testace, diky niz je mozno urcit letdlni faktory
oznacované jako haplotypy, které nikdy nebyly pozorovany u zivych zvifat. Jejich vyskyt byl
zaznamenan u plemen holStyn, jersey a brown-swiss (VanRaden et al., 2011). U plemene
ayrshire byl dale identifikovan haplotyp vyskytujici se na chromosomu 17, ktery redukuje
plodnost bykt o 4,3+2,5 % (Cooper et al., 2014). U holStynského plemene se vyskytuji
haplotypy 1, 2 a 3, jejichz stanoveni ze vzorku DNA je komeréné dostupné. Do hry vstupuji
samoziejme 1 semiletalni faktory jako jsou CVM (komplex vertebralnich malformaci), BLAD
(bovinni leukocytarni adhezni deficience), brachyspina, mulefoot a dalsi, které rovnéz ve vétsi
¢i mensi mite redukuji plodnost plemenika (VanRaden et al., 2011)

Paternalni plodnost ovliviluji i poruchy ve vyvoji varlat, jako jsou oboustranny i
jednostranny kryptorchismus. V jeho duasledku dochazi k hypoplasii Leydigovych bunck a
nasledné¢ nedostatecné hormondlni stimulaci dozravani spermii testosteronem (Goel et al.,

2015).

3.3.2 Faktory vnéjsi

Mezi nejvyznamnéjsi faktory ovliviiujici kvalitu ejakulatu patii rocni obdobi. Mnoho
zdrojii oznacuje zimni obdobi jako dobu, kdy je produkovan ejakulat nejvyssi kvality (Argov-
Argaman et al., 2013; Boujenane a Boussaq, 2014; Bhakat et al., 2014; Alragubi, 2015).
Pileckas et al. (2013) potom uvadi nejvyssi aktivitu u ejakulatli odebranych v bfeznu. Horsi
vysledky dosahované v letnim obdobi 1ze vysvétlit poruchami termoregulacnich mechanizmi v
disledku zvyseni télesné teploty nad fyziologické hranice, ke kterym dochazi pii vysoké
teplot¢ a relativni vlhkosti prostfedi (Nardone et al., 2010; Alragubi, 2015). Tyto poruchy,
znamé jako tepelny stres, maji vliv na kvalitu spermatu bykt (Mathevon et al., 1998; Nichi et
al. 2006), zabtfezdvani krav a embryonalni mortalitu (Hansen et al., 2002). Dle Argov-
Argmana et al. (2013) se tepelny stres odrazi ve slozeni a pomérech lipidi v cytoplasmatické
membrané spermie. Parks et Lynch (1992) udavaji, ze pomér lipidi v cytoplasmatické
membrané spemii je vyznamny z hlediska jeji tekutosti. Pfi vysokém poméru cholesterolu ku
fosfolipidiim dochéazi k mensimu stupni poskozeni bunck pii mrazeni. Pomér lipidl je druhové
zavisly (pozn. rFadi se tedy mezi vnitini faktory ovliviiujici mrazitelnost spermatu riznych
druhit zvirat). Ve své praci uvadéji hodnoty pro byky 0,45, kance 0,26, kohouty 0,30 a hiebce
0,36. Snoj et al. (2013) potom déle predpokladaji, ze postupné prodluzovani délky dne ma vliv
na zvySovani objemu a poctu spermii v odebranych ejakulatech, pficemz vrcholu je

dosahovéno v letnim obdobi. Sarder (2007) ve své studii provedené v Bangladési uvadi letni
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obdobi jako nejvyhodnéjsi pro produkci kvalitniho ejakulatu, coz je mozné vysvétlit
rozdilnymi podminkami prosttedi (klimatické pasmo) i délkou dne.

Z hlediska sezénnosti je pak mozno posuzovat dil¢i sezénni faktory, jako je okolni
teplota, vlhkost a délka dne. Okolni teplota ovliviiuje kvalitu spermatu nejen v den odbéru, ale
1 po celou dobu spermatogeneze a zrani spermii v nadvarleti (Ball et Peters, 2004).

Vyznamnymi vnéj$imi faktory jsou mimo podminek prostfedi i vyZiva a management
chovu, které maji priikazny vliv na fyziologii byka odrazejici se 1 v jeho plodnosti. Mezi tyto
faktory patii naptiklad dlouha doba ptepravy nebo nevybalancovand krmna davka. Vyvazena
krmna davka béhem odchovu bykli ma vliv na testikuldrni biosyntézu steroidnich hormonii,
které podporuji funkce Leydigovych bun¢k (Parisi et al., 2014).

Vliv byl zaznamenan rovnéz u frekvence odbért. Delsi interval mezi odbéry pozitivné
ovliviiuje kvalitativni parametry spermatu, pticemz lepsi kvalitativni parametry a vyssi objem
odebrané¢ho ejakulatu byly pozorovany u prvniho odebraného ejakulatu  (Boujenane et
Boussaq, 2014).

Jako vyhodnéj§i metoda odberu z hlediska aktivity spermii po rozmrazeni byl
vyhodnocen odbér pomoci umélé vaginy ve srovnani s elektroejakulaci. Piedpoklada se, ze
elektroejakulace ma vliv na odlisné slozeni ejakulatu (Jiménez-Rabadan et al., 2016). Délka
umélé vaginy vSak nema vliv na kvalitu ejakulatu (Seidel et Foote, 1969).

Inseminace u krav se obvykle provadi 6 — 16 hodin po zacétku fije. Saacke et al. (2008)
prokézali vliv interakce mezi ¢asem inseminace v rozmezi téchto hodin a individualitou byka
na uspesnost oplozeni embryi.. Rozdily vysvétluji poctem spermii, které se dostanou k vajicku
a naruSuji zonu pellucidu, pricemz pii vétSim poctu téchto spermii lze predpokladat i lepsi

kvalitu embryi.

3.4 VLIV ZPRACOVANI SPERMATU NA USPESNOST
KRYOKONZERVACE

Uspésnost  kryokonzervace, kterd je metodou Siroce pouzivanou za udelem
dlouhodobého skladovani spermatu, zavisi na udrZzeni oplozovaci schopnosti spermii. Ty si
musi zachovat celistvost a funkénost mnoha bunécénych struktur. V pribéhu zpracovani
spermatu jsou spermie vystaveny mnoha nefyziologickym zménam: v teploté, hodnotach pH,
parcidlnim tlaku kysliku a oxidu uhli¢itého, svétla a pravdépodobné i zéfeni v neviditelném
spektru, a samoziejmé i absenci samicich genitalnich sekretil, se kterymi se sperma misi po

ejakulaci (Mann et Lutwak-Mann, 1981). Usp&snost kryokonzervace spermatu zavisi na mnoha
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faktorech, vcetn¢ interakci mezi kryoprotektivy, typu fedidla, rychlosti mrazeni, rychlosti

rozmrazeni, baleni a individualité darce (Clulow et al., 2008; Cooter et al., 2005).

Béhem zpracovani spermatu mize nastat nékolik Skodlivych momentl: zmény teploty,
osmoticky a toxicky stres vyvolany kryoprotektanty, tvorba a rozpousténi ledovych krystald.

Témto momentiim bude vénovana pozornost pii popisu prislusné problematiky.

3.4.1 Redéni spermatu

Pii zpracovani spermatu predchdzi samotnému procesu kryokonzervace fedéni
ejakulatu v médiich obsahujicich rizné biochemické latky s kryoprotektivnimi uc¢inky. Jejich
slozeni ovliviiuje odolnost spermii k negativnim vlivim mrazeni, motilitu spermii po
rozmrazeni (Tatham, 2000) a méni schopnost spermii kontrolovat pohyb iontfi vapniku (Ca?"),
ktery hraje vyznamnou roli pfi kapacitaci, hyperaktivaci a akrozémové reakci (Zhao et Buhr,

1995).

Odpadnim produktem metabolismu spermii je kyselina mlécna, kterd se uvoliiuje do
prostiedi a postupné ho okyseluje, zpomaluje pohyb spermii, navozuje anabidzu, az postupné
spermie odumiraji (Mutalik et al., 2014). Proto je zapotiebi zah4jit proces fedéni nejpozdéji do

15 - 20 minut po odbéru ejakulatu (Ball et Peters, 2004).

3.4.1.1 Redidla

Mezi hlavni funkce fedidel se fadi zajisténi ochrany a vyzivy spermii, zvySeni objemu
ejakulatu a usnadnéni priichodu spermii v pohlavnim traktu plemenic.

Zakladnimi komponenty fedidel jsou bi-destilovana voda slouzici jako nosi¢ ostatnich
latek, kryoprotektiva, pufry, cukry, antibiotika, aminokyseliny a mastné kyseliny (Beran et al.,
2014). V soucasnosti jsou na inseminacnich stanicich pouzivana zejména komeréné vyrabéna
fedidla. Mezi n¢ patii fedidla s pfidavkem cerstvého Zloutku jako jsou Triladyl, Biladyl
(Minitiib Germany, Tiefenbach), BullXcell (IMV France, L'Eigle) a BoviPRO (Minitube of
America). Nevyhodou zZloutkovych fedidel je proménlivé slozeni vajecného zloutku, které
ovliviluje jeho efekt pfi ochrané spermii v procesu kryokonzervace (Akhter et al., 2010).
komer¢né piidaného (ionizovaného) zloutku jako je Steridyl (Minitiib Germany, Tiefenbach),
Optidyl (IMV France, L'Eigle). Zloutkova granula vyskytujici se v obou typech Zloutkovych
fedidel znesnadiuji analyzu aktivity spermatu pomoci systému CASA (Moussa et al. 2002;
Amirat et al., 2005). Dostupna jsou i bezzloutkova tedidla, kterd neobsahuji Zivocisné proteiny.

Jejich pouzitim se snizuje riziko pfenosu patogenit a virt pii udrzeni stejné oplozovaci
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schopnosti spermii (Bosseau et al., 1998). Ta mohou byt vyrdbéna na bazi kombinace
glycerolu a sojového lecitinu, jejichz zastupci jsou AndroMed (Minitiibe Germany,
Tiefenbach) a BioXcell (IMV France, L'Eigle) nebo nejnovéji na bazi liposomu, kterd

reprezentuje OptiXcell (IMV France, L'Eigle).

3.4.1.2 Kryoprotektivni latky

Kryoprotektivni latky 1ze rozdé€lit do dvou skupin. Prvni skupinou jsou latky penetrujici
do spermie skrz cytoplasmatickou membranu, tedy puasobici intraceluldrné 1 extracelularné.
Penetrujici latky mohou mit toxicky vliv na spermie, a to destabilizaci membran a denaturaci
proteinti a enzymu. Tyto negativni vlivy pfimo souvisi s jejich koncentraci a dobou expozice
(Swain et Smith, 2010; Rosato et lafaldano, 2013). Druhou skupinou jsou latky nepenetrujici
do spermie, které piisobi pouze extracelularné. Jde zejména o bilkoviny, aminokyseliny a
cukry, které se chovaji jako osmoprotektanty a které mohou mirnit poskozeni zpiisobena
penetrujicimi  kryoprotektanty. Tyto substance jsou méné toxické nez penetrujici
kryoprotektanty, inhibuji rast ledu a pomahaji spermiim stabilizovat vnitini prostiedi pii
osmotickém stresu, ¢imz redukuji mnozstvi potfebnych penetrujicich kryoprotektantt (Swain

et Smith, 2010).

a) Penetrujici kryoprotektanty

Penetrujici kryoprotektanty zvysuji tekutost membran pomoci pieusporadani
membranovych lipidi a bilkovin. To se projevuje veétsi dehydrataci spermie pii nizSich

teplotach a snizenou formaci ledu uvnitt bun¢k (Holt, 2000).

Nejpouzivangj$im penetrujicim kryoprotektantem pii konzervaci spermatu bykl je
glycerol. Glycerol chrani spermie pied mechanickym poSkozenim béhem mrazeni (De Leeuw
et al., 1993) a snizuje bod mrznuti intracelularni i1 extracelularni tekutiny na hodnoty pod
bodem mrazu vody a omezuje tak vliv nizké teploty na koncentraci roztokd a rozdily
osmotickych tlakii (Amann et Picket, 1987). Optimélni koncentrace glycerolu je ovlivnéna
ostatnimi komponenty ftedidla (Woelders et al., 1997). Pokud je pouzit ve vysokych
koncentracich, tak mulZze zpusobovat zavaznd osmotickd poSkozeni, protoze piekonava

membrany spermii mnohem pomaleji nez jiné kryoprotektanty (Guthrie, 2002).

Dimethyl sulfoxid mé& podobné kryoprotektivni U¢inky jako glycerol (Lovelock et
Bishop, 1959). Pii kryokonzervaci spermatu kralikli bylo pfi pouziti dimethyl sulfoxidu

dosazeno lepsich aktivit po rozmrazeni ve srovnani s glycerolem (Rosato et [affaldano, 2013).
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U kryoprotektanti s nizkou molekularni hmotnosti, jako je ethylenglykol, se pak
predpokladd nizs$i rozsah poSkozeni spermii, nebot” diky své nizké molekulové hmotnosti
prekondvaji snadn€ji membrany spermii (Moore et al., 2006). Ethylenglykol byl s tispéchem
pouzit jako substituent glycerolu pii mrazeni spermatu hiebcti (Henry et al, 2002) a kozla
(Molinia et al., 1994). Pisobeni ethylen glykolu mtize byt u jednotlivych druhl zvifat
specifické (Martins-Bessa et al., 2006).

Guthrie et al. (2002), srovnavali pisobeni glycerolu, dimethyl sulfoxidu a
ethylenglykolu a vysledkem byla nejvyssi aktivita u vzorkd vyrobenych pomoci
ethylenglykolu a to pravdépodobné diky redukci osmotického stresu. Tento predpoklad vSak
nebyl potvrzen Tasdemirem et al., (2013), ktefi urcili jako nejvhodnén;jsi zastoupeni glycerolu
v fedidle 6 % ani Awadem, (2011), ktery srovnaval ptisobeni glycerolu (3 %), ethylen glykolu

(1; 2 a 3%) a methanolu (1 %) pfi mrazeni spermatu byki.

b) Nepenetrujici kryoprotektanty

Nepenetrujici kryoprotektanty se vyznacuji vyssi molekuldrni hmotnosti, hydrofilii a
netoxicitou. Pomadhaji bunkadm stabilizovat koncentraci vnitinich roztokli pfi osmotickém
stresu (Cleland et al., 2004). Diky své neschopnosti piekonat plasmatickou membranu
vytvareji osmoticky tlak, ktery snizuje bod mrazu média a tim i tvorbu extracelularniho ledu

(Aisen et al., 2002), ¢imz poskytuji buitkam ochranu.

NejznaméjSim a nejcastéji pouzivanym nepenetrujicim kryoprotektantem je vajecny
zloutek, ktery zlepsSuje funkce spermii a udrzuje jejich oplozovaci schopnost. Literatura uvadi,
ze pro kryokonzervaci by¢iho ejakulatu se doporucuje koncentrace vaje€ného zloutku do 20 %
(Sansone et al., 2000), ve vétSich koncentracich se potom stavd pro spermie toxickym
(Shannon, 1972). Aktivnimi frakcemi vaje¢ného Zloutku, které poskytuji spermiim ochranu pfi
chlazeni a mrazeni jsou fosfolipidy a low-density lipoprotein (LDL) (Medeiros, 2002).
Ptidavek LDL do fedidla méa pozitivni vliv na kvalitu spermii po rozmrazeni, na jejich
oplozovaci schopnost a motilitu ve srovnani s komeréné pouzivanymi fedidly na bazi
vajecného zloutku jako naptiklad Optidyl (Amirat et al., 2004), ¢i Triladyl (Amirat et al.,
2005). U fedidla z vaje¢ného Zloutku, byl identifikovéan jako vhodny ptidavek 6% LDL (Low
Density Lipoprotein) (Bencharif et al., 2012). Podle Moussa et al. (2002) se potom jako
optimalni koncentrace jevi 8% ptidavek LDL do fedidla, pfi¢emz je mozny pifidavek do 10 %
LDL. Pfidavek LDL muze byt také vyuzit pfi mrazeni sexovanych davek (Vera-Munoz et al.,
2009). Obecné vzato tfedidla obsahujici LDL mohou byt vyuzita jako fedidla s lepSimi ucinky

na spermie béhem mrazeni nez fedidla komeréné vyuzivand (Moussa et al., 2002). Nicméné¢ pii
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porovnani ejakulati mrazenych pomoci LDL a fedidla Tris s 20% ptidavkem Zloutku nebyl
zjistén prikazny rozdil v zabfezdvani plemenic (Amirat et al., 2010). Pfesny zpisob, jakym
LDL poskytuje ochranu spermii a jeho vliv na aktivitu spermii je vSak zatim nebyl objasnén
(Amirat et al. 2004; Bathgate et al., 2006). Prvni hypotéza o ptisobeni LDL ptedpoklada
zachyt Skodlivych proteini pfitomnych v semenné plazmé a zlepSeni schopnosti mrazeni
spermii (Bergeron et Manjunath, 2006). Druha hypotéza ptredpoklada, ze fosfolipidy obsazené
v LDL chrani povrch spermie ochrannym filmem anebo nahrazuji spermatické membrané
fosfolipidy, které byly ztraceny nebo poskozeny béhem kryokonzervace (Graham et Foote,
1987). Lecitin, ktery patii do skupiny LDL, mlze byt extrahovan z vaje¢ného Zloutku nebo ze

s0ji. Vyhodou pouziti sjového lecitinu je snizeni hygienickych rizik (Amirat et al., 2004).

Naopak high-density-lipiprotein (HDL) obsazeny ve zloutku zplisobuje vylouceni
cholesterolu z plazmatickych membran spermie, coZ ma za nasledek zménu tekutosti membran
a nasledné zvySeni citlivosti k chladovému Soku (Amirat et al., 2005) a rovnéz urychluje
kapacitaci spermii a zaroven spousti akrozémovou reakci (Anton et al., 2003). Ma tedy opacné

ucinky nez LDL.

Dalsi nepenetrujici kryoprotektant, bovinni sérovy albumin (BSA), neposkytuje
spermiim ochranu, pokud je jedinym kryoprotektantem v mrazicim médiu. Dobrych vysledki
mrazeni (aktivita, celistvost membrdn) a zabiezavani bylo dosazeno v kombinaci BSA
s trehaldzou a sachar6zou. V kombinaci BSA/sachar6za bylo u kralikii dosazeno podobnych

vysledkil v zabfezdvani jako pfi inseminaci ¢erstvym semenem (Rossato et Iaffaldano, 2013).

Cukry obsazené¢ v fedidlech vytvaii osmoticky tlak. Diky tomu snizuji vyskyt
intracelularnich ledovych krystali. Reaguji s fosfolipidy v cytoplasmatické membrané a
zvySuji prezitelnost spermii v pribéhu kryokonzervace (Aisen et al., 2002). Rizné sacharidy
vSak vykazuji rozdilnou efektivitu v ochrané spermii, kterd se odviji od jejich molekularni
hmotnosti a stavby (Goémez-Fernandez et al., 2012), pficemz nejlepSi ochranu poskytuje
glukoza a disacharidy obsahujici glukdzu, jako naptiklad sachardza a laktéza (De Leeuw et al.,
1993; Gomez-Fernandez et al., 2012).

Antibiotika ptidavana do fedidel za ucelem redukce rizik pienosu patogenii nemaji vliv

na aktivitu spermii po rozmrazeni (Ennen et al., 1976).

3.4.1.3 Stuperi iedéni
Byl prokézan vliv stupné fedéni na parametry kinetiky spermii v prubéhu TDT testu

(Farrell et al., 1996). Vysoky stupeni fedéni byciho ejakuldtu miize zplisobit individualné
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podminéné zvyseni podilu spermii s naruSenou cytoplasmatickou membranou po rozmrazeni.
Pfi¢inou mize byt nedostatek esencidlnich komponenti semenné plasmy (Garner et al., 2001).
Velmi vysoky stupenn nafedéni ejakulatu bykd pak miize vyustit v tzv. ,dilution effect®,
fenomén charakterizovany ztrdtou motility spermii, metabolické aktivity a oplozovaci
schopnosti spermii (Gordon, 2003). Jedna z prvnich praci zaméfenych na tuto problematiku
uvadi, Ze k poskozeni dochazi uz pii nafedéni na koncentraci 250 x 10° mil./sp (Benson et al.,
1968). Od té¢ doby vsak doslo k vyvoji novych fedidel a postupii dlouhodobé konzervace
ejakulati byka. Nicméné efekt stupné fedéni byl potvrzen i v novéjsi praci Garnera et al.
(2001). Z té plyne, Ze vyssi stupeti fedéni (na koncenraci 5 x 10° mil./sp.) negativné ovliviiuje
funkce mitochondrii a ze negativni efekt mize byt minimalizovan pfidavkem semenné plasmy

do ejakulatu.

3.4.2 Chlazeni spermatu

Chlazeni je faze adaptace spermii na zpomaleni metabolismu, ktery se zpomaluje o
polovinu s kazdym poklesem o 10°C (Amann, 1989). V této fazi se mohou u spermii objevovat
chladové zmény (tzv. chladovy Sok), které jsou definovany jako permanentni poSkozeni
objevujici se jiz pfi chlazeni z 30 na 0°C a nikoliv pfi mrazeni (Ghetler et al., 2005). Chladovy
Sok nejcastéji nastava pii zchlazovani v rozmezi teplot 15 - 5°C. Sperma rtiznych druht zvirat
je rozdilné citlivé k témto zménam (Parks et Lynch, 1992; Watson, 2000), coz muze byt
ovlivnéno riznym pomérem cholesterolu a fosfolipidii obsaZzenych v membranach spermii
(Parks et Lynch, 1992). Chladovy Sok zplsobeny rychlym chlazenim zplsobuje ztratu
selektivni propustnosti permeabilnich membran a tekutosti membran (Buhr et al., 1989), ztratu
bunéénych komponent jako jsou fosfolipidy a bilkoviny, poruchy metabolismu spermii
(Watson, 1981), redukci zasobeni spermii energii (Blackshaw et Salisbury, 1957) a nevratnou
ztratu aktivity (Blackshaw a Salisbury, 1957; Watson, 1981). V disledku ztraty proteini
obsazenych v membrané dochézi k poruse iontového metabolismu spermii (Robertson et al.,
1988; Watson, 2000). Chladovy Sok dale mlze zptsobit poskozeni akrozémii (Hancock, 1952;
Simpson et al., 1986), mitochondrii (Jones et Martin, 1973) a zvySeny piijem vapenatych iontl
(Simpson et al., 1986). Je znamo, Ze membrany spermii vykazuji po mrazeni vyssi propustnost,
coz muze byt zplisobeno poSkozenim bilkovin ve struktufe membran (Robertson et al., 1988).
Dalsim negativnim dusledkem rychlého chlazeni je nedostatecna dehydratace spermii a
nasledné¢ zvySené riziko vyskytu intracelularniho ledu. Doporucovéno je proto pomalé
zchlazovani, pfi kterém dochdzi k maximalni dehydrataci spermii a postupnému nastoleni

osmotické rovnovdhy mezi vnitfnim a vnéj$im prostfedim spermie (Woelders, 1997).
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Januskauskas et al. (1999) doporucuji chlazeni ejakulatu byka rychlosti -4,2 °C/min az -0,1
°C/min. U spermatu chlazeného v tomto rozmezi nenalezli vyznamné rozdily v zabiezavani

krav a to 1 pfesto, Ze se n¢které parametry kvality spermatu zjiStované in-vitro prukazné lisily.

Januskauskas et al. (1999) nezjistili rozdily v zabfezavani krav po inseminaci
spermatem chlazenym rychlosti -4,2 °C/min a -0,1 °C/min a to i pfesto, ze se nékteré
parametry kvality spermatu zjiStované in-vitro pritkazné lisily. PoZadovana délka chlazeni se
1i$i 1 dle rznych druha zvitat a v zavislosti na pouzitém druhu fedidla. Napt. pro sperma psii
doporucuji du Bois et al. (2012) délku chlazeni 30 min pii pouziti fedidla uréeného pro psy a
60 min pii pouziti fedidla pouzivaného v humanni medicing. Piedpokladaji rovnéz, ze je
mozné, ze nezbytnd délka chlazeni miZe byt ovlivnéna poctem spermii s neporuSenymi

membranami.

3.4.3 Ekvilibrace spermatu

Samotné natfedéni ejakulatu predstavuje pro spermie osmoticky stres, jelikoz v disledku
ptidavku kryoprotektantii dochazi ke zvySeni osmotického tlaku v okoli spermii (hyperosmoéza).
Nasledné¢ difunduje intracelularni voda do prostiedi a spermie se smrstuji (Hammerstadt et al.,
1990). Proto je dulezité zajistit spermiim dostatek Casu na ekvilibraci kryoprotektantt, které
neprostupuji cytoplasmatickou membréanou stejné rychle jako voda (Amann et Pickett, 1987;
Salamon a Maxwell, 2000). Kryoprotektanty sniz§i molekuldrni hmotnosti prostupuji
cytoplasmatickou membranou rychleji nez glycerol, proto nezpusobuji tak vysoky osmoticky

stres a nevyrovnanost prostiedi a redukuji negativni dopady tohoto jevu (Squires, et al., 2004).

Nazory na nejvhodnéjsi délku ekvilibrace spermatu byki se 1isi. Jsou uvadény hodnoty
od 1 do 24 hodin (Ennen et al., 1976; Talevi et al.; 1994; Dhami et al. 1996; Moussa et al.;
2002; Foote et Kaprotht, 2002; Dolezalova, 2015). Velmi Casto je doporucovana ekvilibrace
v délce 2-4 hodiny (Ennen et al., 1976; Foote et Kaprotht, 2002; Dolezalova, 2015), ktera je
rovnéz nejvyhodnéj§i i z provozniho hlediska na inseminacnich stanicich s kazdodenni
produkci inseminacnich davek. V nékterych studiich bylo popsano zvySeni oplozovaci

schopnosti spermii pii prodlouzené ekvilibraci (Muino et al., 2007).

Pro volbu vhodné délky ekvilibrace je spolurozhodujici i rychlost chlazeni a nasledného
mrazeni inseminacnich davek (Arav et al., 2000). Byly popsany i interakce mezi délkou

ekvilibrace a pouzitym typem fedidla (Leite et al., 2010, Shahverdi et al., 2014).

Pti ekvilibraci v délce 18 hodin doporucuje Muino et al. (2007) uptednostnit fedéni

Biladylem pied bezzloutkovymi fedidly. Dle vysledka by ekvilibrace pii pouziti AndroMedu
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neméla presahnout 6 hodin a pii pouziti Biosiphosu Plus 6 hodin. Vhodnost Biladylu pro
dlouhodobou ekvilibrace mize byt dana faktem, Ze se glycerol do smési priléva tésné pred
plnénim spermatu do pejet nebo lepSi ochrannou funkci vajecného Zloutku ve srovndni se

sojovym lecitinem, piicemz autofi studie se kloni spiSe k druhé hypotéze.

Pozadavky na délu ekvilibrace se pro rtizné druhy hospodarskych zvitat 1i8i, naptiklad: kralik —
45 min (Iaffaldano et al., 2012), buvol — 60 min (Lammey et Valdez, 2011), pes 0 — 4 hodiny
(Okano et al., 2004) .

3.4.4 Mrazeni spermatu

Je vSeobecné znamo, ze mrazeni spermatu je kritickym krokem pii vyrobé
inseminacnich davek. Dochézi pii ném k poSkozeni a zhorSeni funkci spermii v dusledku

interakci fyzikalnich a biologickych procest. To vede ke sniZeni jejich oplozovaci schopnosti.

vrve

3.4.4.1 Pric¢iny poSkozeni spermii v diisledku mrazeni

Mrazenim se rozumi snizeni teploty vzorkli na uroven teploty skladovéani (v tekutém
dusiku pfi -196 °C) (Ghetler et al., 2005). Pfi mrazeni jsou spermie ohrozZeny interakcemi mezi
vodou a pevnymi ¢asticemi (cukry, bilkovinami a solemi). Pfi tuhnuti vody dochazi ke zvySeni
koncentrace téchto Castic v tekuté fazi (Mazur et al., 1970; Watson, 2000). To ma za nésledek
narust osmotického tlaku a vystaveni spermii hyperosmotickému prostfedi. Cim vice klesa
teplota, tim méné zlstavd nezmrazené frakce a tim vice stoupa osmoticky tlak. To naznacuje,
ze rychlost mrazeni by méla byt co nejvyssi. Rychlé mrazeni ale zptsobuje tvorbu ledovych
krystal uvniti spermie, jelikoz voda obsazena v buitkach mrzne pomaleji nez voda v okolnim
prostiedi (Watson, 2000). Rychlost mrazeni ovliviiuje tvar mezibunécnych 1 vnitrobunéénych
ledovych krystali, ptficemz jehlovity tvar krystalll poskozuje buiiky mechanickym poskozenim
(Gaciuta et Arav, 2005). Mrazeni proto musi byt dostatecné pomalé, aby doslo k dostatecné
dehydrataci spermi (Watson, 2000). Skodlivé vlivy mohou byt minimalizovany vyuZitim
sttedni rychlosti mrazeni (Watson, 1990) a tvorb¢ vnitrobunéénych ledovych krystali mtze byt

pfedchazeno dehydrataci spermii pomoci vhodného kryoprotektantu.

V procesu mrazeni dochazi k uvolnéni latentniho tepla ze vzorkdl, které zpisobuje
rychly vzestup teplot v mrazicim zafizeni a zplsobuje prodlevu v mrazicim procesu. Bylo
potvrzeno, Ze tato prodleva je jednim z limitujicich faktorii pro piezitelnost spermii
v mrazeném spermatu v disledku ristu ledovych krystalt (Pursel et Park, 1985; Parkinson et.
Whitfield, 1987; Bwanga et al., 1991). Kumar et al. (2003) oznacili za kritické teploty v

rozsahu -5°C az -50°C, které rozhoduji o tom, zda spermie zlstanou v rovnovaze s
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extracelularnim prostfedim nebo se postupné prochladi a zvysi se moznost tvorby
intracelularnich ledovych krystali. Zména teploty ve vzorku je mimo jiné zavisld 1 na

biologickém materidlu, tepelné vodivosti a geometrickém tvaru nadoby (Diller, 1992).

3.4.4.2 Techniky mrazeni

Konvenéni mrazeni

Jedna z prvnich technik konven¢niho mrazeni spocivala v umisténi inseminac¢nich
davek nad parami tekuté¢ho dusiku po dobu 10 minut ve vySce 2 cm nad hladinou tekutého
dusiku za ptsobeni teploty -80°C, poté byly davky umistény ptimo do tekutého dusiku (Reid et
al., 2009). Nevyhodou tohoto zpisobu mrazeni byla nemoznost kontrolovat tvorbu ledovych

krystalt (Saragusty et al., 2007).

Systémy s programovatelnym mrazenim

Vyvoji systéml s precizni kontrolou mraziciho procesu je v soucasnosti vénovana
znatna pozornost. Metoda pomalého programovatelného mrazeni zahrnuje postupné snizeni
teploty v komote mraziciho boxu. Tato metoda je zalozena na fizeni teplotniho gradientu a
piesné kontrole tvorby ledovych krystali. Vyuziva se pfi mrazeni inseminacnich davek

riznych druhti zvitat.

Dolezalova et al. (2015) porovnavali efektivitu mrazeni ejakuldtu byku
v programovatelném boxu dle Ctyf mrazicich kfivek. Srovnavany byly kiivka trojfazova
(—5°C/min od +4°C do —10°C; —40°C/min z —10°C do —100°C a —20°C/min od —100°C do
—140°C) (Muino et al., 2007), dvoufazova (—4°C/min od +4°C do —10°C a 40°C/min od -10 do
-150°C) (Januskauskas et al., 1999, Gil et al., 2000), pomald (-3°C/min z 5°C na -5°C, -
40°C/min z -5°C na -42°C a -10°C/min z -42°C na -140°C) (Stradioli et al., 2007) a rychla (-
10°C/min z 4 to —10°C, -20°C/min z —10 do —100°C a -6°C/min z —100 na —140°C)
(Saragusty, 2007). Jako nejvyhodnéj$i byla hodnocena kiivka dvoufdzové, ptiCemz byl

potvrzen i individudlni vliv byka na mrazitelnost dle kiivek.
Vitrifikace

Vitrifikace je proces, pfi kterém se kapalina pfeméni na pevnou latku bez tvorby
ledovych krystald. Pro docileni vitrifikace je nezbytné vyuzit velmi rychlého mrazeni a
vysokych koncentraci kryoprotektantii (Lawson et al., 2011). Vzhledem k toxicité¢ vysokych
koncentraci kryoprotektanti na sam¢i pohlavni buriky, jde o metodu obecné povazovanou za

nevhodnou pro mrazeni ejakulati. Toto bylo potvrzeno 1 pfi vitrifikaci spermatu kraliki za
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pouziti raznych kryoprotektanti (Rosato et laffaldano, 2013). Pienos tepla v buiikach s vétSimi
objemy (vice nez 0,1 ml) je pfili§ pomaly pro pouziti metody vitrifikace z divodu nebezpeci

tvorby ledovych krystald (Arav et al., 2002).

Bylo prokéazano, ze re-vitrifikace embryi (obdoba DF) mysi méla minimalni vliv na
vyvoj embrya pied implantaci a na potencidlni schopnost implantace embryi (Sheehan et al.,

2006).

Unikéatni mrazici technologie - UFT

K mrazeni spermatu lze vyuzit i ponékud odliSnou metodu nazyvanou ,,unikatni mrazici
technologie* (Unique Freezing Technology — UFT), kterd byla ptivodné¢ vyvinuta k mrazeni
potravin. Pii této metod¢ se fedéné sperma vlozi do 14zné naplnéné organickym roztokem,
jehoz tepelna kapacita je podobna jako u vody a mrazi se rychlosti -6,1 °C/min. U vzorka
mrazenych metodou UFT byla zjiSténa podobnd aktivita po rozmrazeni, jako u vzorkl

mrazenych v parach dusiku (Goolsby et al., 2004).

Lyofilizace spermatu

Kaneko et al. (2014) konzervovali sperma jaguart, ziraf a Simpanzi za pouziti
lyofilizace pomoci roztoku obsahujiciho 10mM Tris a ImM EDTA. Takto konzervované
sperma je mozno skladovat v lednici pii 4°C a v uvadéné praci bylo takto uchovavano po dobu

1 mésice.

Metoda Multi-thermal gradient - MTG

K mrazeni vétSich objemt ejakulati a vétSich tkani byla vyvinuta metoda mrazeni
zvana ,,Multi-thermal gradient* (MTG) zalozena na principu pifimého tuhnuti. Tuba se
vzorkem se pii tomto zplsobu mrazeni pohybuje konstantni rychlosti 1 mm/s v teplotnim
gradientu 5,5 °C/min. Takto je zaji§téna precizni regulace tvorby ledovych krystalii. Rizeni
tvorby ledovych krystalli, optimalizace tvaru krystali a homogenni rychlost mrazeni
minimalizuji poskozeni bunék i pii mrazeni spermatu ve vétSich objemech (Arav, 1999; Arav

et al. 2002).

Metoda dvojiho mrazeni - DF

Nekolik studii z poslednich let prokéazalo, ze si nékteré spermie mohou udrzet své
funk¢ni vlastnosti (Maxwell et al., 2007; Saragusty et al., 2009; Underwood et al., 2009) a jsou
schopny oplodnit oocyty i1 po nékolika cyklech mrazeni — rozmrazeni a to jak v podminkéch in

vitro (Bandularante et Bongso, 2002; Hollinshead et al., 2004; Choi et al., 2006; Underwood et
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al., 2009), tak i v podminkach in vivo (Si et al., 2006; de Graaf et al., 2007; Saragusty et al.,
2009; Underwood et al., 2010).

Nejnovejsi metodou kryokonzervace se tak stala metoda dvojiho mrazeni (Double
Freezing; DF). Bylo publikovano nékolik praci zabyvajicich se problematikou dvojiho mrazeni
ejakulati raznych druhit hospodaiskych zvifat i muza. V téchto pracich jsou uvadény rizné
postupy a technologie mrazeni ejakulatu, vcetné rliznych metod odstranéni poskozenych
spermii, lymfocyti, epitelidlnich bun¢k apod. Ve vSech pracich byly rovnéz pouzity rizné

stupné fedeéni ejakulati pro prvni 1 druhé mrazeni.

Underwood et al. (2009) pouzili ve své praci zamétené na in vitro charakteristiky
spermatu konvencni mrazici box fizeny pocitacem. Sperma bykt bylo nafedéno na koncentraci
250x10°® mil. spermii/ml a naplnéno do 0,25 ml pejet. Déle proslo mrazenim, naslednou sexaci
a nafedénim na 5x10% mil. spermii/ml a opétovnym zmrazenim. Z vysledkd jejich prace plyne,
ze po druhém rozmrazeni vykazovaly vzorky nizsi celkovou aktivitu, prezitelnost a rychlost

spermii oproti kontrole vyrobené konvencnim zpisobem.

Velmi zajimavé vysledky pfinaSi studie Saragustyho et al. (2009), ve které byly
vysledky inseminace ddvkami vyrobenymi metodou DF u jalovic a prvotelek srovnatelné
s vysledky inseminace davkami vyrobenymi konvencni cestou. Po inseminaci davkami
vyrobenymi metodou DF byly zjistény horsi vysledky v zabtezavani krav na druhé a dalsi
laktaci. Nicméné v této praci davky vyrobené metodou DF obsahovaly dvojnésobny pocet
spermii oproti davkam vyrobenym konven¢ni metodou. Zaroven byly prokazany individualni
rozdily mezi byky pii posuzovani aktivity spermii pro rozmrazeni spermatu zmrazené¢ho
konven¢ni metodou (rozsah stfednich hodnot: 50-80%, P = 0.001), ve velkych objemech
(rozsah stiednich hodnot: 50-75%, P = 0.042) a metodou DF (rozsah stiednich hodnot: 20—
40%, P=0.015).

Vétsina praci zabyvajici se metodou DF rovnéz vénuje pozornost moznostem
odstranéni mrtvych a poSkozenych spermii ze spermatu. Prvni z moznosti je vyuziti pritokové
cytometrie, vyuzivané pii sexaci spermatu. Tato metoda, diky zdokonalovani v poslednich
letech, dnes umoziuje rozlisit mrtvé a poSkozené spermie. Ty, na rozdil od Zivych spermii,
vstiebavaji propidium jodid poskozenymi membranami (Johnson et al, 1994; Underwood et al.,

2009).

Dals8i mozZnosti odstranéni nefunk¢nich spermii je vyuziti PureSperm© Density

Gradient Centrifugation. Tato technika byla vyvinuta v huméanni medicin€ k oddéleni Zivych a
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morfologicky intaktnich spermii od téch narusenych a dale od lymfocytl, epitelialnich bunék,
bakterii, ulomkl bun€k, abnormalnich a nezralych spermii a semenné plasmy. PureSperm®© je
sterilni koloidni kfemicitd suspenze, u které neni zndm pfesny mechanizmus fungovani.
Predpoklada se, ze stejné¢ jako jiné filtratni metody, je zalozena bud’ na bazi shlukovani
mrtvych a poSkozenych spermii a jinych castic v dusledku fyzické bariéry vytvorené
kfemicitym koloidem, nebo na bézi pfimé interakce mezi membranovymi proteiny a ¢asticemi
koloidu (Rodriguez-Martinez et al., 1997; Januskauskas, 2005). Technika byla vyuzita
v n¢kolika pracich pfed sexaci spermatu pomoci pratokové cytometrie s cilem optimalizovat
vlastni proces sexace (Hollinshead et al., 2004). Maxwell et al. (2007) nezjistili, statisticky
vyznamné rozdily v aktivité spermii po prvnim a druhém rozmrazeni. Déle udavaji, Zze u
filtrovanych vzorkl byl vyznamné vyssi podil spermii s nenarusenym akrozomem zjiStovany
mikroskopicky s fazovym kontrastem i pomoci pritokové cytometrie. Studie vSak neuvadi
podil odstranénych spermii a vzorkti, nebot’ jejich cilem nebylo zhodnotit podil spermii, které
pteziji dvoji mrazeni. Potvrzena byla i oplozovaci schopnost spermii filtrovanych touto

metodou in-vitro (Thys et al., 2009).

3.4.4.3 Objem mrazeného spermatu

Byla ovéfena moznost mrazit sperma riznych druht hospodaiskych zvifat ve
velkoobjemovych tubach o objemu 1,2 ml, 5 ml, 8 ml a 12 ml. VSechny prace potvrzuji
moznost mrazeni spermatu ve velkém objemu, 1 kdyz vétSina z nich uvadi horsi kvalitativni
parametry spermatu mrazené¢ho ve velkoobjemovych tubach ve srovnani s Cerstvym ejakuldtem
(Gaciuta a Arav, 2005) i ve srovnani s ejakulaty mrazenymi v malych objemech (Horvéath et
al., 2007; Saragusty et al. 2007; Saragusty et al., 2009). Objem mrazeného ejakulédtu ma vliv 1
na oplozovaci schopnost ejakulati mrazenych ve velkoobjemovych tubach (Horvath et al.,

2007).

Na uspésnost mrazitelnosti spermatu ve velkoobjemovych tubach mé dle dostupnych
zdroji vliv velikost tuby, pfiCemz mensi tuby se jevi jako vyhodné&jsi (Horvath et al., 2007) a
metoda mrazeni, pficemz metoda MTG je prikazné vhodnéj$i oproti konvencni metodé.
Sperma mrazené v 8§ ml tubach metodou MTG vykazuje statisticky vyznamné vyssi ptimocary
pohyb (50,2 = 1,5 % vs. 37,4 % = 1,5 %), prezitelnost (53,6 = 1,5 % vs. 39,5 £ 1,4 %) a
integritu membran (36,2 £ 1,3 % vs. 26,5 = 1,1 %) ve srovnani s konvencni metodou mrazeni

(Saragusty et al., 2007).
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Otazkou ale zlistavd, zda mrazeni spermatu bykiti v objemu 8 ml je nejvyhodnéjsi
metodou kryokonzervace ve velkém objemu. V soucasnych zdrojich neni dostupna prace, ktera
by se zabyvala vlivem objemu ejakulatu na jeho mrazitelnost ve velkych objemech, ¢i vlivu
individuality byka/plemene na mrazitelnost v riznych objemech. Jde pfitom o dulezité

poznatky ve vztahu k dalSimu rozvoji DF.

3.4.4.4 Interakce rychlosti mrazeni a mraziciho média

Je rovnéz znama silna interakce mezi mrazicim médiem a rychlosti mrazeni. Isotonicka
cukernatd média poskytuji lepSi ochranu pii vyuziti sttedni rychlosti mrazeni a pfi vysoké
rychlosti mrazeni. Nicméné vyS$i stupeil ochrany pii vysoké rychlosti mrazeni poskytuji
vysoce osmotickd cukernatd média. Pfitomnost cukrti pravdépodobné zvysSuje odolnost
membran k rychlym fyzikdlnim a morfologickym zménam, které nastavaji pii rychlém
vylouceni vody ze spermii. M4 se za to, Ze je to ddno vznikem vodikovych vazeb mezi
hydroxylovymi skupinami cukrii a polarnimi konci fosfolipidd, takze nahrazuji molekuly vody
pii dehydrataci spermii. Cukry rovnéz mohou pomdhat pii prevenci poSkozeni spermii

zachytavanim soli do viskoznich a az téméft sklovitych fazi (Woelders et al, 1997).

V hypertonickych médiich jsou spermie poskozovany ve vyssi mife, neZ pti samotném
mrazeni. To je zpisobeno patrné€ skutecnosti, Ze v hypertonickém médiu musi spermie pietrvat

v dehydrovaném stavu po delsi dobu (cca 1 h) pfi teplotdch nad 5 — 7°C (Woelders et al., 1997)

3.4.5 Rozmrazovani

Rozmrazovani predstavuje inverzni jev procesu mrazeni. Rychlost rozmrazovani
inseminacni davky vyznamné ovlivituje prezitelnost spermii a z tohoto uhlu pohledu je stejné
vyznamna jako rychlost mrazeni. Béhem tohoto procesu jsou spermie opét vystavovany
nékolika negativnim jeviim. Mohou byt poskozeny rekrystalizaci ledu pfi velmi rychlém
rozmrazovani (Salamon a Maxwell, 2000), kterd ma za nasledek disrupce cytoplasmatické
membrany (Watson, 1990). Naopak piijem vody spermiemi pii pomalém rozmrazovani miize
zpusobit popraskdni membran (Mazur et al., 1970). Ze zavéri studii, jejichz autofi se zabyvali
rychlosti rozmrazovani inseminacnich davek pak plyne, ze nejvhodné&j$im je z hlediska
minimalizace rekrystalizace rychlé rozmrazeni (Ennen et al.,, 1976; Pursel et Park, 1985;
Salamon et Maxwell, 1995). Nicméné doporucena rychlost rozmrazovani je ovlivnéna nékolika
faktory jako napftiklad typem fedidla a koncentraci glycerolu (Rodriguez et al., 1975).

Tyto studie se vSak tykaji pouze spermatu mrazeného v pejetach o objemu 0,25 nebo

0,5 ml. Rozmrazovéani spermatu mrazen¢ho ve velkych objemech provedli Saragusty et al.
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(2009) umisténim vzorku po dobu 90 s v pokojové teploté a jeho ndslednym ponotfenim do
vodni 1azné o teploté 37 °C na dobu 60 s. Horvath et al. (2007) pak vzorek drzeli 45 s pfi
pokojové teploté a nasledné ho umistili do vodni 14z¢ o teploté¢ 40°C na dobu 60 s. Nicméné
v soucasnych zdrojich nejsou dostupné zaddné informace o porovnani efektivity postupt
rozmrazovani spermatu bykti mrazené¢ho ve velkych objemech ani dopadech postupt
rozmrazovani na sperma mrazené v ruznych objemech. Identifikace vhodného postupu

rozmrazovani tak patii mezi priority pro dalsi rozvoj metody DF.
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4 MATERIAL A METODIKA

V pribéhu let 2014 — 2016 byly opakované odebirany ejakulaty pfedem vybranych
plemennych byki na inseminacni stanici v HradiStku pod Mednikem (Natural, s. r. 0.). VSichni
byci byli podobného véku (4-5 let), zdravi, pohlavné dospéli a vykazujici patfiéné libido. Byci
byli odebirani se stejnou frekvenci, chovani ve stejnych podminkach ustdjeni, napajeni i
vyzivy. Bykim byla podavana stejnd krmna davka: seno (10 kg), slama (5 kg), sdjovy Srot
(0,5 kg), smés obilnych Srotti: 1/3 ovesného, 1/3 pSeni¢ného a 1/3 je¢ného Srotu, v celkové
davce 3 kg a smés mineralii Premin 22 Natural od firmy VVS Vermétovice s. 1. 0.

Odbér spermatu byl provadén standardnim zpiisobem (Louda et al., 2007) za pouziti
zkracené umeélé vaginy predehiaté na 38 °C. Odbéry provadél vzdy stejny technik. Sbérac
s odebranym spermatem byl pfedan do laboratotfe bezprostfedné po odbéru.

Ke stanoveni podilu spermii s neporuSenou membranou byl pouzit HOS-1 test dle

metodiky uvadéné Jeyendranem et al. (1984) a Padrikem et al. (2012).

41 METODICKY OKRUH 1 - ROZMRAZOVANI VELKYCH
OBJEMU

Cilem prvniho okruhu bylo porovnat vliv riznych postupl rozmrazeni na kvalitativni
parametry spermatu mrazené¢ho v riznych objemech (4 ml, 8 ml a 12 ml) a potvrdit nebo
vyvratit hypotézu, zZe rozdilné metody rozmrazeni ovlivni kvalitu ejakulatu mrazené¢ho v rizné

velkych objemech. Tato faze probihala v letech 2014 — 2015.

4.1.1 Hodnoceni kvality ¢erstvého ejakulatu

Cerstvé odebrany ejakulat 4 bykd holstynského plemene a 4 byki ¢eského strakatého
plemene byl hodnocen proskolenym persondlem laboratoie dle standardni metodiky (Véznik et
al., 2004). Hodnoceni bylo provadéno po celou dobu trvani pokusu stejnym technikem, aby se
piedeslo subjektivni interpretaci vysledkti (Auger et al., 2000, Toft et al., 2005, Walczak-
Jedrzejowska et al., 2013). Ejakuldt byl nejdiive zhodnocen senzoricky na pfitomnost
nezédoucich pfimisenin, zbarveni a zapachti. Nasledn¢ byl objem ejakulatu stanoven vazenim
na digitalni automatické vaze KERN 440-47N (Kern&Sohn GmBH Ziegel, Balingen,
Némecko). Hustota (HUS) byla stanovena pomoci kalibrovaného fotometru (Carl-Zeiss Jena,
Oberkochen, Némecko). Aktivita (AKT) byla hodnocena subjektivni metodou za pouziti
mikroskopu s fazovym kontrastem (Meopta, Praha, Ceskoslovensko) vybaveného vyhievnou

deskou (38 °C). Vzorek cerstvého ejakulatu byl napipetovan do 0,5 ml fyziologického roztoku
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(0,9 % NaCl) predehiatého na 38 °C a promisen. Nasledn¢ byl odpipetovan vzorek urceny
k hodnoceni na ptedehiaté podlozni sklicko. Sledovano bylo vzdy minimalné 10 poli v kazdém
vzorku. Stanoveni podilu spermii s pfimocarym pohybem (AP) bylo provadéno po celou dobu
trvani pokusu stejnym technikem, aby se ptedeslo rozdilné interpretaci vysledki (Auger et al.,
2000, Toft et al., 2005, Walczak-Jedrzejowska et al., 2013).

K dalsimu zpracovani bylo pouZito pouze sperma o hustoté minimalné 0,6 x 10® v mm?,
s minimalni aktivitou 70 % (pfimocary pohyb za hlavickou, odpovidajici rychlosti).
K detekci celistvosti membran u Cerstvé odebraného ejakulatu byl proveden HOS test. Roztok
7,35 g citratu sodného a 13,51 g fruktézy v 1 1 destilované vody byl pfipraven v laboratofi
CZU. Do eppendorfovych zkumavek byl odpipetovan 1 ml roztoku. Zkumavky s roztokem
byly peclivé uzavieny, umistény do uzaviratelného igelitového sacku a zmrazeny na teplotu -
16°C. Pted vyrobou vzorku byly zkumavky s roztokem umistény do vodni 14zné€ o teploté 38
°C po dobu 30 minut, tak aby doslo k jejich rozmrazeni a zahtati na pozadovanou teplotu.
Z Cerstvého ejakulatu a ejakulatit mrazenych ve velkych objemech bylo do zkumavek
s predehiatym roztokem odpipetovano 100 pl fedéného spermatu. Pii hodnoceni insemina¢nich
davek byl do zkumavky vyprazdnén obsah jedné pejety. Vzorek byl promisen a inkubovan ve
vodni lazni po dobu 30 minut. Z takto pfipravené emulze bylo odpipetovano 20 pl na
predehiaté hodinové sklo (37 + 1 °C), krouzivymi pohyby smiseno s 20 pl eosinu (Minitiib,
Tiefenbach, Némecko) a po 30 sekundéch bylo do smési pfiddno 40 pl nigrosinu (Minitiib,
Tiefenbach, Némecko). Nasledn¢ byl proveden roztér 20 pl smési na predehiaté podlozni
sklicko. K hodnoceni vzorkit HOS byl pouzit mikroskop s fazovym kontrastem a zvétSeni
1000x. Celkem bylo hodnoceno minimalné 200 spermii v kazdém vzorku. Nasledné byl
vypocten procenticky podil spermii, jejichz membrany reagovaly na hypoosmotické prostiedi
(stoceny bicik). Hodnoceni bylo provadéno vzdy stejnym technikem, aby se predeslo

subjektivné podminénym rozdiliim v hodnoceni.

4.1.2 Zpracovani spermatu a vyroba vzorki

Ejakulaty vhodné pro dalsi zpracovani byly nafedény v poméru 1:3 fedidlem Andromed
(Minitiib, Tiefenbach, Némecko) pfipraveného dle navodu vyrobce. Redéné ejakulaty byly
promiseny na oscilacnim stolku po dobu tii minut. Z nafedéného ejakulatu byl proveden HOS
test.

Poté byly pomoci automatické pipety odebrany 3 vzorky od kazdého sledovaného
objemu do predem ptipravenych a oznacenych sackt o rozmérech 3,5 x 11 cm vyrobenych z

nespermicidniho plastu. Z kazdého ejakulatu byla vyrobena jedna sada tii vzorkli o objemu 4
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ml nebo 8 ml nebo 12 ml. Vyroba vice sad o rozdilnych objemech byla realizovana v
ptipadech, kdy bylo ziskdno dostate¢né mnozstvi fedéného ejakulatu. Vzorky byly ulozeny do
horizontalni polohy na papirové podlozky umisténé na standardnim nosic¢i pejet a chlazeny a
ekvilibrovany po dobu 2 hodin pii 5°C. Nasledné byly zmrazeny v automatickém mrazicim
boxu DigitCool (IMV, L"Aigle, Francie). Pii mrazeni byla pouzita tfifazova kiivka (—5°C/min
od +4°C do —10°C; —40°C/min z —10°C do —100°C a —20°C/min od —100°C do —140°C),
kterou ve své fazi pouzil Muifo et al. (2007) a ktera je na dané¢ inseminacni stanici standardné
pouzivéana. Zmrazené vzorky byly ulozeny do tekutého dusiku (-196 °C) a skladovany po dobu
jednoho tydne. Celkem bylo vyrobeno n=72 vzorkii o objemu 4 ml, n=72 vzorki o objemu 8

ml a n=72 vzorkli o objemu 12 ml.

4.1.3 Metody rozmrazovani

Po vyjmuti z tekutého dusiku byl odstranén obal a zmrazeny vzorek byl ptemistén do
nového plastikového sacku. Vodni lazen pouzita k rozmrazovani vzorkli obsahovala 5 litra
vody, aby nedoslo k jejimu ochlazeni pii rozmrazovani vzorku.

Jeden vzorek z kazdé sady byl rozmrazen vzdy pomoci jedné z nasledujicich metod:
Metoda 1 (M1; pomald): Umisténi vzorku po dobu 90s v pokojové teploté a jeho nasledné
ponoieni do vodni 14zné o teploté 37 °C na dobu 60 s. (Saragusty et al., 2009).

Metoda 2 (M2; stifedné rychld): Umisténi vzorku po dobu 45s v pokojové teploté a jeho
nasledné ponoteni do vodni 1azné o teploté 40°C na dobu 60s. (Horvéath et al., 2007).
Metoda 3 (M3; rychla): Umisténi vzorku po dobu 15s v pokojové teploté a jeho nésledné

ponoieni do vodni lazné o teploté 40°C na dobu 90s.

4.1.4 Hodnoceni vzorku

Stanoveni podilu spermii s pfimocarym pohybem (aktivita) a stanoveni podilu spermii
s naruSenou cytoplasmatickou membranou byla provedena vySe uvedenymi zplsoby
bezprostiedné po rozmrazeni vzorku (T0) a 30 minut po rozmrazeni ejakulatu (T30). Vzhledem
k tomu, ze doba zpracovani spermatu nema ptekrocit 15 — 20 minut (Ball et Peters, 2004), m¢la
by tato doba byt dostatecna pro nafedéni ejakulatu na kone¢nou hodnotu, naplnéni do pejet a
uloZeni na zchlazeni a ekvilibraci pii vyrobé inseminacnich ddvek metodou DF. HOS test byl
proveden v TO za pouziti vyse uvedeného postupu.

Ze ziskanych udaji byly vypocteny rozdily mezi charakteristikami pohybu a celistvosti
membran u cCerstvého, fedéného a rozmrazeného ejakulatu scilem vyhodnotit zmény

v dusledku mrazeni.
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Rozdily v podilu spermii s pfimocarym pohybem po rozmrazeni v ¢asech TO a T30
byly vypocteny s cilem vyhodnotit zmény, které pravdépodobné nastanou pii zpracovani

spermatu v ramci DF.

4.1.5 Statisticka analyza

Data byla hodnocena pomoci statistickych analyz za pouziti software SAS 9.3
(SAS/STAT® 9.3, 2011). K vypoctu zakladnich charakteristik souboru byly pouzity procedury
MEANS a UNIVARIATE. Procedura REG, metoda STEPWISE byla pouzita k vybéru
vhodného modelu. Rozdily mezi sledovanymi byky a jednotlivymi skupinami byly hodnoceny
pomoci metody GLM nésledovanou Tukey-Kramerovym testem k prokazani statistické
vyznamnosti rozdild. U ejakulath mrazenych v objemech 4; 8 a 12 ml byly hodnoceny

nasledujici charakteristiky:

Modelova rovnice:

yijk=ptai+bj+ct b*(BULL)+ejju

Kde:

yijkl- zavisla proménna (procento spermii s pfimocarym pohybem bezprostiedné po rozmrazeni
(TO), procento spermii s piimocarou aktivitou 30 minut po rozmrazeni T30, procento spermii s
nenarusenou membranou v oblasti bi¢iku po rozmrazeni a jejich rozdily ve srovnani s
charakteristikami zjisténymi tésn¢ po odbéru),

u — stfedni hodnota zavisle proménné;

ai — fixni efekt plemene (pro 4 ml objem i= Ceské strakaté plemeno, n=36; i= holstynské
plemeno, n=36; pro 8 ml objem i= Ceské strakaté plemeno, n=36; i= holStynské plemeno,
n=36; pro 12 ml objem i= Ceské strakaté plemeno, n=36; i= holstynské plemeno, n=36);

bj — fixni efekt spermii s aktivnim pohybem v Cerstvém ejakulatu (pro 4 ml objem j 70 — 79%,
n= 39; j=80 — 90%, n= 33; pro 8 ml objem j 70 — 79%, n= 48; j=80 — 90%, n= 24; pro 12 ml
objem j 70 — 79%, n= 48; j=80 — 90%, n= 24);

ck — fixni efekt metody rozmrazovani (pro 4 ml objem k= 1 — prvni metoda, n= 24; k= 2- druha
metoda, n= 24; k=3 — tfeti metoda, n= 24; pro 8 ml objem k= 1 — prvni metoda, n= 24; k= 2-
druhd metoda, n= 24; k=3 — tfeti metoda, n= 24; pro 12 ml objem k= 1 — prvni metoda, n= 24;
k= 2- druha metoda, n= 24; k=3 — tieti metoda, n=24);

b*(BULL) — regrese mezi byky (celkem 8 byki)

eijkl — ndhodna chyba.

Ke stanoveni rozdili mezi skupinami byly pouzity hladiny vyznamnosti P < 0,05 a P <0,01.
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4.2 METODICKY OKRUH 2 - POROVNANI MRAZITELNOSTI V
RUZNE VELKYCH OBJEMECH

Metoda dvojiho mrazeni zahrnuje, jak uz napovida jeji nazev, dva cykly mrazeni a
rozmrazeni vzork(l. Redéné sperma je v prvnim cyklu mrazeni baleno bud’ v pejetach (de Graaf
et al., 2007; Underwood et al., 2010) nebo ve velkych objemech. Saragusty et al. (2009) vyuzili
pro prvni mrazeni spermatu bykl objem 8 ml, zatimco Arav et al. (2002) objem 12 ml. Horvath
et al. (2007) potom srovnavali tspéSnost mrazeni spermatu kapri v objemech 1,2 a 5 ml.

Cilem druhého okruhu bylo porovnat vliv riiznych objemt (4 ml, 8 ml a 12 ml) na mrazitelnost
spermatu bykii ve velkych objemech. Hor$i mrazitelnost spermatu je definovana snizenou
aktivitou rozmrazeného spermatu u bykti vykazujicich normalni parametry aktivity po odbéru

(Takahashi, 2012). Tato faze probihala v letech 2015 - 2016.

4.2.1 Hodnoceni kvality ¢erstvého ejakulatu

Cerstvé odebrany ejakulat 7 bykt holstynského plemene a 6 byki eského strakatého
plemene byl nejdiive zhodnocen senzoricky na pfitomnost nezadoucich ptfimisenin, zbarveni a
zapachu. Aktivita byla hodnocena pomoci syst¢tmu CASA - Androvision (Minitiibe,
Tiefenbach, Némecko) nésledujicim zpisobem: vzorek Cerstvého ejakulatu o objemu 25 pl, byl
promisen se 725 ul fyziologického roztoku (pomér fedéni 1:29) za pomoci elektronické pipety
(Rainin E4 XLS, Mettler Toledo, USA). Pomér fedéni byl zvolen na zékladé doporuceni pro
ptipravu vzorkll k hodnoceni pomoci Androvision vydaného spole¢nosti Minitiib. Vysoka
hustota hodnocenych vzorka zkresluje analyu parametri kinetiky. (Verstegen et al., 2002;
Contri et al., 2010). Promiseny vzorek byl umistén do zkumavky ptedehiaté na 38 °C ze které
byly odpipetovany 3 ul roztoku do pocitaci komirky Leja 20 mikrona (Leja, Holandsko)
rovnéZz predehiatého na 38 °C. Takto pfipraveny vzorek byl hodnocen pomoci systému CASA
- Androvision (Mintiib, Tiefenbach, Némecko) propojené¢ho s fazovym mikroskopem Zeiss
Axiolab Al (Carl Zeiss, Némecko). Pro standardizaci analyzy byl mikroskop vybaven
vyhtivanou deskou (38 °C) s kalibrovanym automatickym posuvem (Mintiib, Tiefenbach,
Némecko). Hodnocen byl podil aktivnich spermii, podil spermii s pfimocarou aktivitou a
hustota ejakulatu a to vzdy ve Etyfech polich pii zvétseni 200x. Objem ejakulatu byl stanoven
vazenim na digitalni automatické vaze KERN 440-47N (Kern&Sohn GmBH Ziegel, Némecko)

K dalSimu zpracovani byly pouzity pouze ejakulaty s minimalni pfimocarou aktivitou

60 % a hustotou 0,4 x 10° v mm”.
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4.2.2 Zpracovani spermatu a vyroba vzorku

Od kazdého byka bylo v pribéhu pokusu odebrano 5 ejakulati vhodnych pro dalsi
zpracovani (n=65). Ejakulaty byly nafedény v poméru 1:3 fedidlem Andromed (Minitiib,
Tiefenbach, Némecko) pfipravené¢ho dle navodu vyrobce a obohoceného o pifidavek LDL.
Ptidavek LDL tvofil 6 % celkového objemu fedidla, tedy koncentrace doporucené
Bencharifem et al. (2012). LDL o 97 % Ccistoté bylo ptfipraveno dle navodu Moussy et al.
(2002) v laboratoti BIOPHARM (Vyzkumny tstav biofarmacie a veterinarnich 1é¢iv, Jilové u
Prahy, Ceska republika). Redéné ejakulaty byly promiseny na oscilaénim stolku po dobu tfi
minut. Poté byly pomoci automatické pipety odebrany z kazdého ejakulatu vzorky o objemu 4
ml, 8 ml a 12 ml a umistény do pfedem pfipravenych a oznacenych sacka z nespermicidniho
materidlu o rozmérech 3,5 x 11 cm. Vzorky byly uloZzeny do horizontalni polohy na
perforované papirové podlozky umisténé na standardnim nosi¢i pejet a chlazeny a
ekvilibrovany po dobu 2 hodin pii 5°C. Nasledné byly zmrazeny v automatickém mrazicim
boxu DigitCool (IMV, L’Aigle, Francie). Pii mrazeni byla pouzita dvoufazova kiivka
(—4°C/min od +4°C do —10°C a 40°C/min od -10 do -150°C), kterou oznacili za nejvyhodné;si
pro mrazeni spermatu bykti Dolezalova et al., (2015). Zmrazené vzorky byly ulozeny do
tekutého dusiku (-196 °C) a skladovany po dobu jednoho tydne. Vzorky byly rozmrazeny
pomoci metody 1, ktera byla v prvni fazi vyzkumu identifikovana jako nejvyhodnéjsi bez
ohledu na objem vzorku.

Rozmrazeny ejakulat byl dofedén na pocet 20 x 10° spermii v ddvce, naplnén a uzavien
do pejet o objemu 0,25 ml pomoci systétmu MPP Quatro (Minitiib, Tiefenbach, Némecko),
zchlazen a ekvilibrovan po dobu jedné hodiny (5 °C) a zmrazen za pouziti dvojfazové mrazici
kiivky DigitCool (IMV, L’Aigle, Francie). Zmrazené pejety vyrobené¢ metodou DF byly
ulozeny do kontejneru s tekutym dusikem, ve kterém byly skladovany po dobu minimalné

jednoho tydne.
4.2.3 Hodnoceni vzorku

4.2.3.1 Velké objemy

Aktivita vzorkli byla hodnocena bezprostredné po rozmrazeni a dale
v tficetiminutovych intervalech po dobu jedné hodiny (TO, T30 a T60) pomoci systému
Androvision. Z rozmrazeného ejakulatu byl pomoci automatické pipety odpipetovan 1 ml do
prazdné zkumavky piedehiaté na 38 °C umisténé v termobloku. Lenz et al. (2010) nalezli

statisticky vyznamné niz$i aktivitu u rozmrazenych vzorkii hodnocenych pomoci komtrek
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Leja. Proto byla k dalSim analyzam vyuzita standardni podlozni skla predehiatd na 38 °C.
Sledovana byla celkova aktivita, pfimocard aktivita, pfimocard aktivita rychla (dle WHO
klasifikovano A) a pfimocara aktivita pomala (dle WHO klasifikovano B).

HOS test byl proveden v TO za pouziti vyse uvedené¢ho postupu.

Ke stanoveni procenta zivych a mrtvych spermii bylo pouZzito barveni eosinem a
nigrosinem po 30 minutach inkubace vzorku vroztoku HOS, kdy 20 pl vzorku bylo
krouzivymi pohyby promiseno s 20 pl eosinu po dobu 30 s na piedehiatém hodinovém skle
(371 °C) umisténém na vyhifevné desce. Nasledn¢ bylo piidano 40 pl nigrosinu. Z takto
piipravené suspense bylo odebrano 20 ul a napipetovano na predehiaté podlozni sklicko a byl
proveden roztér. Roztéry byly vyhodnoceny pomoci mikroskopu s fdzovym kontrastem Zeiss
Axiolab A1l (Carl Zeiss, Germany) pfi zvétSeni 1000x. V kazdém vzorku bylo vyhodnoceno
minimaln¢ 200 spermii. Dle doporuc¢eni Grahama et al. (1990) byly spermie s Cervenymi a
rizovymi hlavickami hodnoceny jako mrtvé a spermie s bilymi hlavickami jako Zivé. Vyjadien

byl procentudlni podil Zivych spermii.

4.2.3.2 Inseminacni davky

Inseminacni davky byly rozmrazeny standardnim postupem pouzivanym na
inseminacni stanici bykt Hradistko, tj. ve vodni 1azni o teploté 40 °C po dobu 40 sekund.
Obsah dvou inseminac¢nich davek z kazd¢ varianty byl vyprazdnén do piedehiaté zkumavky s 1
ml fyziologického roztoku (0,9 % NaCl). Aktivita byla hodnocena stejnym zplisobem a za
pomoci stejného vybaveni pouzitymi pii hodnoceni rozmrazenych ejakulati mrazenych ve
velkych objemech. Sledovany byly stejné parametry pohybu bezprostiedné po rozmrazeni a
nasledné¢ v Sedesatiminutovych intervalech (TO, T60, T120) po dobu dvou hodin
(termodynamicky test piezitelnosti spermii; TDT). Zkumavka se vzorkem byla po celou dobu
trvani TDT umisténa v termobloku a udrzovana pfi teploté 38 °C.

Obsah jedné inseminacni davky byl pouzit ke stanoveni podilu spermii s celistvymi
cytoplasmatickymi membranami (HOS) a ke stanoveni podilu zivych spermii pomoci barveni

eosinem a nigrosinem. Byly pouzity vySe popsané postupy piipravy a hodnoceni vzorki.
4.2.4 Statisticka analyza

4.2.4.1 Regresni a korelacni analyza

Z databaze shromazdénych udajii byly vypocteny v programu SAS 9.2 (SAS Institute
Inc. 2002 — 2005) regresni analyza a koeficienty korelace pomoci procedury REG a CORR.
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Ziskané udaje byly hodnoceny pomoci statistickych analyz za pouziti software SAS 9.3
(SAS/STAT® 9.3, 2011).

4.2.4.2 Asociacni analyza

K vypoctu zakladnich charakteristik souboru byly pouzity procedury MEANS a
UNIVARIATE. Vliv velikosti objemu na sledované parametry aktivity, podil zivych spermii a
podil spermii s nenaruSenou membranou byl hodnocen analyzou rozptylu s jedou proménnou
(ANOVA) s opakovatelnosti pouzitim GLM procedury v programu SAS 9.2. Priikaznost vlivu

jednotlivych objemt byla ur¢ena pomoci F-testu.

Poté byly nalezené signifikantni rozdily mezi skupinami dle plemene, hustoty Cerstvého
ejakulatu a individualitou byka stanoveny pomoci mnohondsobného porovnavani.

nasledovanou Tukey-Kramerovym testem k prokazani statistické vyznamnosti rozdila.

Pro hodnoceni mrazitelnosti spermatu bykt ve velkych objemech byly pouzity nasledujici

modelové rovnice:

a) Pro vyhodnoceni interakce mezi objemem pii prvnim mrazeni a plemenem byl pouzit

nasledujici model:

Modelové rovnice

yijk= L T ai + bj + abjj + ejjk

yijk = procento spermii s celkovym pohybem v TO, T30, T60, procento spermii s pfimocarym
pohybem v TO, T30, T60, procento spermii s rychlym pohybem v TO, T30, T60, procento
spermii s pomalym pohybem v T0, T30, T60, procento spermii s nenaruSenou membranou po
rozmrazeni a procento zZivych spermii po rozmrazeni, pejeta - procento spermii s celkovym
pohybem v T0, T60, T120, pejeta - procento spermii s ptimocarym pohybem v T0, T60, T120,
pejeta - procento spermii s rychlym pohybem bezprostfedné v TO, T60, T120, pejeta - procento
spermii s pomalym pohybem v TO, T60, T120, pejeta - procento spermii s nenarusenou
membranou po rozmrazeni a pejeta - procento zivych spermii po rozmrazeni

p = pramérnd hodnota zavisle proménné

ai = fixni efekt plemene (i= hol$tynské plemeno, n = 105; i = CESTR n = 90)

bj = fixni efekt varianty (j=4, n = 65; j=8, n = 65; j=12, n = 65)

abij = efekt interakce plemeno x varianta (ij = holStynské plemeno x varianta 4, n =35; ij =
holstynské plemeno x 8, n = 35; ij = hol3tynské plemeno x 12, n = 35; ij = CESTR x 4, n = 30;
ij = CESTR x 8, n = 30; ij = CESTR x 12, n = 30)
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eijk = nadhodna chyba

b) Pro vyhodnoceni interakce mezi objemem pii prvnim mrazeni a hustotou Cerstvého

ejakulatu byl pouzit nasledujici model:

Modelové rovnice
yijk= W + ai + bj + abj; + ejjk
yijk = procento spermii s celkovym pohybem v TO, T30, T60, procento spermii s pfimocarym
pohybem v TO, T30, T60, procento spermii s rychlym pohybem v TO, T30, T60, procento
spermii s pomalym pohybem v T0, T30, T60, procento spermii s nenaruSenou membranou po
rozmrazeni a procento zivych spermii po rozmrazeni, pejeta - procento spermii s celkovym
pohybem v T0, T60, T120, pejeta - procento spermii s ptimocarym pohybem v T0, T60, T120,
pejeta - procento spermii s rychlym pohybem bezprostiedné v TO, T60, T120, pejeta - procento
spermii s pomalym pohybem v TO, T60, T120, pejeta - procento spermii s nenarusenou
membranou po rozmrazeni a pejeta - procento zivych spermii po rozmrazeni
u = pramérnd hodnota zavisle proménné
ai = fixni efekt skupiny hustoty (i= < 0,70,n=75;1=0,70 - 1,08, n = 66; 1 => 1,08, n = 54)
bj = fixni efekt varianty (j=4, n = 65; j=8, n = 65; j=12, n = 65)
abij = efekt interakce skupina hustoty x varianta (ij = hustota < 0,70 x varianta 4, n =25; ij = <
0,70x 8, n=25;1=<0,70x 12,n=25;1=0,70- 1,08 x4, n=22;1j=0,70 - 1,08 x §, n =
22;1j=0,70-1,08 x 12, n =22;ij=> 1,08 x4,n=18;1j=> 1,08 x 8, n=18; ij =>1,08 x 12,
n=18)
eijk = ndhodna chyba

c) Pro vyhodnoceni interakce mezi objemem pii prvnim mrazeni a bykem byl pouzit

nasledujici model:

Modelové rovnice
yijk= L+ ai + bj + abjj + ejjk
yijk = procento spermii s celkovym pohybem v TO, T30, T60, procento spermii s pfimocarym
pohybem v TO, T30, T60, procento spermii s rychlym pohybem v TO, T30, T60, procento
spermii s pomalym pohybem v T0, T30, T60, procento spermii s nenaruSenou membranou po
rozmrazeni a procento zZivych spermii po rozmrazeni, pejeta - procento spermii s celkovym
pohybem v T0, T60, T120, pejeta - procento spermii s ptimocarym pohybem v T0, T60, T120,
pejeta - procento spermii s rychlym pohybem bezprostfedné v TO, T60, T120, pejeta - procento
spermii s pomalym pohybem v TO, T60, T120, pejeta - procento spermii s nenarusenou

membranou po rozmrazeni a pejeta - procento zivych spermii po rozmrazeni
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u = primérnd hodnota zavisle proménné

ai = fixni efekt byka (i= COLMAN, n = 15; 1= KORN, n = 15, i= LATEX, n =15, 1 = LEWIS,
n=15,1=LYON, n=15,1=MARTIN, n =15, i = MONTEKO, n = 15, i = PIKANT, n= 15, i
=POLLEDSTAR, n=15,1i=REBEL, n= 15,1 =SUNSHINE, n= 15,1 =SUNWAY,i=15,i
= SUREBOY, n=15)

bj = fixni efekt varianty (j=4, n = 65; j=8, n = 65; j=12, n = 65)

abij = efekt interakce byk x varianta (ij = COLMAN x varianta 4 ml, n =5; ijj = COLMAN x 8
ml,n=25;1=COLMANx 12ml,n=15;1j=KORN x4 ml,n=5,ij=KORN x 8 ml,n=35, i
=KORNx I12ml,n=35,1j=LATEX x4 ml,n=35,1j=LATEX x 8 ml,n=15, ijj = LATEX x
12 ml, n =35, i) = LEWIS x 4 ml, n=5, ij = LEWIS x 8 ml, n=5, ij = LEWIS x 12 ml, n=5, ij =
LYONx4ml,n=5,ij=LYONx 8ml, n=5,ij=LYON x 12 ml, n =5, ij = MARTIN x 4
ml,n=75,1=MARTIN x 8 ml, n =5, ijj = MARTIN x 12 ml, n =5, ij = MONTEKO x 4 ml, n
=5, =MONTEKO x 8 ml,n =5, ijj = MONTEKO x 12 ml,n =5, ijj = PIKANT x4 ml,n =5,
] =PIKANT x 8 ml, n =15, i) = PIKANT x 12 ml, n =5, ij = POLLEDSTAR x4 ml,n =5, ij =
POLLEDSTAR x 8 ml, n =15, ij = POLLEDSTAR x 12 ml, n =5, ij= REBEL x4 ml, n =5, ij
= REBEL x 8 ml, n =5, ij = REBEL x 12 ml, n = 5, ij = SUNSHINE x 4 ml, n =5, ij =
SUNSHINE x 8 ml, n =5, ij = SUNSHINE x 12 ml, n =5, ij = SUNWAY x4 ml,n= 35, ij =
SUNWAYx 8 ml, n = 5, ij = SUNWAY x 12 ml, n =5, ij = SUREBOY x4 ml,n =5, ij =
SUREBOY x 8 ml,n =5, 1) =SUREBOY x 12ml,n=35

eijk = nadhodna chyba

Ke stanoveni rozdilti mezi skupinami byly pouzity hladiny vyznamnosti P < 0.05 a P < 0.01.
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5 VYSLEDKY

5.1 METODICKY OKRUH 1 - ROZMRAZOVANI VELKYCH OBJEMU

V této Casti prace byly srovnavany tfi metody rozmrazeni (M1; M2 a M3) u rizné
velkych vzorkl spermatu mrazeného ve velkych objemech (4; 8 a 12 ml). Hodnocen byl podil
spermii s pfimocarym pohybem (AP; aktivita pfimocard) bezprosttedné¢ po rozmrazeni (T0) a
30 minut po rozmrazeni (T30) a podil spermii s neporuSnou cytoplasmatickou membranou

(NM; neporusend membrana) u Cerstvych a rozmrazenych ejakulati.

5.1.1 Rozmrazovani vzorki o objemu 4 ml

V této c¢asti pokusu bylo hodnoceno n=72 vzorkl. Z charakteristik ziskanych
statistickou analyzou byla v ¢ase TO zjisténa pramérna AP 23,7 £13,59 % a v ¢ase T30 potom
16,3 + 12,12 %. Dale byl vypocten primérny pokles AP v TO ve srovnani s Cerstvym
ejakulatem, jehoZ hodnota dosahla -51,5 + 13,8 % a pokles AP v ¢asech TO a T30 -7,4 + 8,29

%. Primérny podil NM po rozmrazeni byl 18,6 + 10,76 %. Primérné charakteristiky spermatu

mrazené¢ho v objemu 4 ml jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: Primérné charakteristiky spermatu mrazeného v objemu 4 ml (n=72)

prumér |S min. | max. |s.e.

Podil spermii s primo¢arym pohybem (AP) 23.7| 13,59 1 60| 1.51
po rozmrazeni (T0) — AP v TO
Rozdil mezi AP &erstvého ejakulitu a v TO SL5 13,770 <781 201 1,53
Podil spermii s primoc¢arym pohybem (AP) 163] 12,12 0 47| 135
30 minut po rozmrazeni (T30) — AP v T30
Rozdil mezi AP v T0 a v T30 74| 829 300 10] 0,92
Podil spermii s neporusenymi membranami 18,6 10,76 0l64.35| 120
(NM (SIM) po rozmrazeni (T0) - NM v TO
Rozdil mezi NM u &erstvého ejakulatu a v TO -32,01 1941 -75,5] 9,301 2,16

-37,7119,87| -72,03 | 18,74| 2,21

Rozdil mezi NM u Fedéného ejakulatu a v TO
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Dle vysledki statistické analyzy byl potvrzen signifikantni (P<0,05) vliv plemene na
mrazitelnost spermatu bykd ve velkych objemech. U spermatu odebraného bykim
holstynského plemene byla AP sice nepriikazné vyssi v TO (26,7 %) ve srovnani s Ceskym
strakatym plemenem (20,7 %), nicméné jeji hodnoty byly statisticky prikazné vyssi v T30 u
holstynského plemene (19,00 % vs. 13,5 %; P<0,05). Je rovnéz zajimavé, ze pokles NM pfi
srovnani hodnot zjisténych u Cerstvého ejakulatu a v TO byl statisticky prikazné nizsi u byki
holstynského plemene (-26,9 %) oproti bykiim ¢eského stakatého plemene (-37,8 %; P<0,05) a
stejny trend byl pozorovan u rozdilu v NM mezi fedénym ejakulatem a v TO. Tyto vysledky
naznacuji, ze cytoplasmatické membrany spermii byka holstynského plemene jsou odolnéjsi
vici negativnim vliviim vznikajicim v disledku mrazeni ve velkych objemech.

Byl rovnéZz vypocten statisticky vyznamny (P<0,05) vliv AP v Cerstvém ejakulatu na
pokles podilu spermii s AP u rozmrazen¢ho ejakulatu v TO. Pokles aktivity byl vyssi u
cerstvého ejakulatu vykazujiciho AP 80 — 90 % a dosahoval -54,7 % ve srovnani s Cerstvym
ejakulatem o AP 70-79 %, kde byl zaznamenan pokles -48,7 %. To je pravdépodobné dano
faktem, Ze hodnoty v AP v TO mezi hodnocenymi skupinami se statisticky neliSily.

Mezi porovnavanymi metodami rozmrazeni nebyly zjiStény statisticky vyznamné
rozdily (P>0,05) v AP v TO, NM v TO a v rozdilech charakteristik NM hodnocenych v priabéhu
vyrobniho procesu. Nicméné¢ AP v T30 byla statisticky prikazné vyssi (P<0,05) u vzorka
rozmrazenych pomoci M1 (19,2 %) ve srovnani s M2 (11,5 %). Déle byly zaznamenany
statisticky vyznamné rozdily v poklesu AP, coby nezadouciho jevu, v rozmezi 30 minut po
rozmrazeni (mezi TO a T30). Zjistén byl niz8i pokles AP pfi srovnani M1 (-4,9 %) a M2
(-11,3 %) na hladin¢ vyznamnosti P<0,01 a pii srovnani M3 (-6,1 %) a M2 (-11,3 %) na
hladin€ vyznamnosti P<0,05.

Detailni vysledky jsou uvedeny v tabulkach 2 a 3.
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Tabulka 2: Podil spermii s pfimo¢arym pohybem (AP) ve vzorcich vyrobenych v objemu 4 ml

dle plemene, AP v Cerstvém ejakulatu a metody rozmrazeni

n Pokles AP Pokles AP
Vliv Skupina S mezi CE a T0 AL mezi TO a T30
LSM+SE |LSM+SE  |LSM+SE  |LSM<SE
Cesky 3619074220 -547+2.17] 135+ 1.86° 724127
strakaty skot
Plemeno g{‘(’)‘ftymky 36| 267421, -487+2.10] 19,0+ 1,80 774123
NIz 39
+ - + a + - +
APY (7079 %) 22.1+2,11| -48,7+2,09 152+1,78 6,9+ 1,22
cerstvém | VysSi 33 b
clakulitu | (80.90 %) 253+2,18| -54,7+2,16 173+ 1,84 8,0+ 1,26
Metoda M1 24| 240+226| -513+259| 192+221*| -49=151~
rozmrazeni M2 242284262 -526+259| 11,5+221°| -113+151°2
M3 24 242+2,62| -512+259| 181+221| -6,12+151°

Kde: A-B - statisticka vyznamnost P< 0,01, a-b statisticka vyznamnost P< 0,05, AP — podil
spermii s primocarym pohybem, T0 -bezprostiedné po rozmrazeni, T30- 30 minut po
rozmrazeni, CE — Cerstvy ejakulat, M1, M2, M3 — metoda rozmrazeni 1, 2, 3.

Tabulka 3: Podil spermii s nenarusenymi membranami ve vzorcich vyrobenych v objemu 4 ml

dle plemene, AP v erstvém ejakulatu a metody rozmrazeni

n Pokles NM Pok!es 1v\IM mezi
NMvTO mezi CE a TO redénym
Vliv Skupina ejakulatem a TO
_ LSM + SE LSM + SE LSM =+ SE
Ceskystrakaty | 36 | 1764177| 3782305 4442298
Plemeno skot
Holitynsky skot | 36 196+ 1,71 269+295  -31,4+288"
APV NiZzsi (70-79 %) | 39 17,5+ 1,70 29,8 +2.93 39,7+ 2,85
COstVem |y, e (80-90 %) | > 197+ 1,75  -34,9+3,03 236,1 £2,95
ejakulatu
Metoda M1 24 17,5+£2,10] 33,5 +3,63 239,0 + 3,54
rozmrazeni M2 24 18,1 £2,10] -32.8+3,63 38,4+ 3,54
M3 24 202+2,10]  -30,7 3,63 36,3 + 3,54

Kde: A-B - statisticka vyznamnost P< 0,01, a-b statisticka vyznamnost P< 0,05, AP — podil
spermii s primocarym pohybem, NM — podil spermii s nenarusenymi membranami, T0 -
bezprostiedné po rozmrazeni, T30- 30 minut po rozmrazeni, CE — cerstvy ejakuldt, M1, M2,

M3 — metoda rozmrazeni 1, 2, 3.

5.1.2 Rozmrazovani vzorki o objemu 8 ml

Pro porovnani vlivu metody rozmrazeni na mrazitelnost spermatu bykd v objemu 8 ml

bylo zhodnoceno celkem n=72 vzorkil. Z charakteristik ziskanych statistickou analyzou byla

zjisténa pramérna AP 25,1 + 12,58 % v case TO a v ¢ase T30 potom 17,9 + 11,54 %. Dale byl

vypocten primérny pokles AP v TO ve srovnani s Cerstvym spermatem, jehoz hodnota dosahla
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-49,3 + 12,14 % a pokles AP v ¢asech T0 a T30 -7,3 £ 6,34 %. Zjistén byl pramérny podil NM
po rozmrazeni 20,9 + 11,20 % a pokles NM mezi Cerstvym ejakuldtem a rozmrazenym
ejakulatem (TO0) -32,9 + 16,65 % Priimérné charakteristiky spermatu mrazené¢ho v objemu 8 ml

jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 4: Priimérné charakteristiky spermatu mrazené¢ho v objemu 8 ml

n | priamér S| min. max.| s.e.

Podil spermii s primo¢arym pohybem (AP)

72 25,11 12,58 2 65| 1,40
po rozmrazeni (T0) — AP v TO ’ ’ ’

Rozdil mezi AP ¢erstvého ejakulatu a v TO 72 493 12,14 =70 50 1,35

Podil spermii s primocarym pohybem (AP)

30 minut po rozmrazeni (T30) — AP v T30 72 17.9) 11,54 O) 45 128
Podil spermii s neporusenymi membranami

(NM (SIM) po rozmrazeni (T0) — NM v T0 72 20,91 11,20 3| 4951 1.24
Rozdil mezi AP v T0 av T30 72 73| 6,34 230 0| 0,70

Rozdil mezi NM u éerstvého ejakulatu a v TO |72 -32,9| 16,65| -73,63 50 1,85

Rozdil mezi NM u Fedéného ejakulatu av TO |72 3292447 -759| 35| 2,72

Rovnéz u vzorkti mrazenych v objemu 8 ml byl statisticky (P<0,05) potvrzen vliv

plemene na AP a NM. Sperma holStynskych bykii vykazovala oproti spermatu bykt ¢eského
strakatého plemene statisticky prikazné (P<0,05) vyssi AP v TO (29,0 % vs. 23,5 %) iv T 30
(22,1 % vs 15,9 %), nizsi pokles AP mezi Cerstvym ejakuldtem a TO (-46,3 % vs. 52,4 %) 1
niz$i rozdil v NM mezi Cerstvym ejakulatem a TO (28,5 % vs. 37,1 %).
Potvrzen byl i vliv AP v Cerstvém ejakulatu na AP v TO. U vzorkl s vyssi hodnotou AP (80 —
90 %) byly zjistény statisticky priukazné (P< 0.01) vyssi hodnoty AP v TO (30,1 % vs. 22,3 %)
aiv T30 (22,9 % vs.15,1 %; P< 0.01) oproti vzorkim s AP 70 — 79 %. Na sledované
parametry NM nebyl vliv AP v Cerstvém ejakulatu pozorovan.

Metoda rozmrazeni potom ovlivnila vSechny sledované parametry AP vyjma poklesu
AP mezi TO a T30. Byla zjisténa statisticky prukazné (P <0,01) vyssi AP v TO (31,1 %) u
vzorkll rozmrazenych M1 ve srovnani se vzorky rozmrazenymi M2 (22,4 %). U vzork
rozmrazenych M2 doSlo rovnéz k statisticky prikazné (P<0,05) vysSimu poklesu AP mezi
cerstvym ejakulatem a TO (M2: -53,2 % a M1: -44,4 %).Vzorky rozmrazené M1 dosahly v T30
hodnoty AP 23,3 %, coz bylo opét statisticky prikazné vice v srovnani se vzorky

rozmrazenymi M2. Ani metoda rozmrazeni neméla prikazny vliv na sledované parametry NM.

-44 -



Taulka 5: Podil spermii s pfimocarym pohybem (AP) ve vzorcich vyrobenych v objemu 8 ml
dle plemene, AP v Cerstvém ejakulatu a metody rozmrazeni

n Pokles AP Pokles AP
Vliv Skupina APV TO mezi CE a T0 AP VT30 mezi TO a T30
LSM + SE LSM+SE  |LSM<SE LSM + SE
Cesky = 136) 235, 176"| -524+1.,790| 1504157 7.6+ 1,02
strakaty skot
Plemeno H"l:g)‘:s“y 36| 2904188 -463+191°| 221+ 1.67° 26,9+ 1,09
NiZsi 48 5 5
+ - + + - +
AP 079 %) 223+ 1,58 489+1,60| 1514141 73+ 0,92
cerstvém Vyssi 24 A A
clakulita | (8090 %) 30,1 £2,074| -49,7+2,10| 22,9+ 1,85 724120
Metoda M1 24| 31,1+2198 44.4+220°] 233 +1,95 78+1.27
rozmrazeni M2 24| 224+219%| 532+222%| 15,6+ 1,95 6.8+ 127
M3 24 252+2.19| -504+222 18.1 + 1,95 72+127

Kde: A-B - statisticka vyznamnost P< 0,01, a-b statisticka vyznamnost P< 0,05, AP — podil
spermii s primocarym pohybem, T0 -bezprostiedné po rozmrazeni, T30- 30 minut po
rozmrazeni, CE — Cerstvy ejakulat, M1, M2, M3 — metoda rozmrazeni 1, 2, 3.

Tabulka 6: Podil spermii s nenarusenymi membranami ve vzorcich vyrobenych v objemu 8 ml
dle plemene, AP v Cerstvém ejakulatu a metody rozmrazeni

. . n Pokles NM mezi Pok!es 1\,\IM mezt
Vliv Skupina NMvTO x Fedénym
CE aTo0 . ,
ejakulatem a TO
LSM + SE LSM =+ SE LSM =+ SE
Plemeno | Cesky strak.| 36 2.1 + 1,67 37,1 42,480 3444386
Skot
Holstynsky | 36 20,8+ 1,81 28,5 + 2,65 32,4+412
skot
Nizsi 48
+ - + - +
AP v (7079 %) 19,2+ 1,52 32,6 £2,23 31,0+ 3,46
cerstvém Vyssi 24
ejakulsitu (80-90 %) 23,7+2,00 -32,9+£2,93 -35,9+4,54
Metoda M1 24 22,3 +2,12 -32,0 £ 3,09 -32,7 +£4,80
rozmrazeni M2 24 17,6 £2,12 -36,6 + 3,09 -37,3 £ 4,80
M3 24 24,5 £2,12 -29,7 + 3,09 -30,4 + 4,80

Kde: A-B — statisticka vyznamnost P< 0,01, a-b statistickd vyznamnost P< 0,05, AP — podil
spermii s primocarym pohybem, NM — podil spermii s nenarusenymi membranami T0 -
bezprostiedné po rozmrazeni, T30- 30 minut po rozmrazeni, M1, M2, M3 — metoda rozmrazeni

1,2, 3.

5.1.3 Rozmrazovani vzorku o objemu 12 ml

Celkem bylo hodnoceno n=72 vzorku. Z charakteristik ziskanych statistickou analyzou

byla v ¢ase TO zjiSténa prumérna AP 15,9 = 12,54 %, v ¢ase T30 potom 11,3 + 12,48 % Dale
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byl vypocten primérny pokles AP v TO ve srovnani s Cerstvym spermatem, jehoz hodnota
dosahla -58,9 + 12,77 % a pokles AP v ¢ase T30 -4,56 + 6,62 % oproti TO. Primérny podil
NM po rozmrazeni byl 18,1 + 10,09 % a pokles NM mezi Cerstvym ejakuladtem a rozmrazenym
ejakulatem (TO) 34,6 + 20,53 % Priimérné charakteristiky spermatu mrazené¢ho v objemu 8 ml
jsou uvedeny v tabulce 7.

Pti pohledu na tyto vysledky je patrné, Ze sperma mrazené v objemu 12 ml vykazovalo
hor$i parametry mrazitelnosti ve srovnani s objemy 4 ml a 8§ ml. Nicméné vzorky byly

vyrobeny z rozdilnych skoki a ze statistického hlediska jsou v této fazi prace neporovnatelné.

Tabulka 7: Primérné charakteristiky spermatu mrazeného v objemu 12 ml

n| prumér s| min.| max.| s.e.
Podil spermii s pfimoc¢arym pohybem (AP) po
rozmrazeni (T0) — AP v TO 72 15,91 12,54 2| 5501148
Rozdil mezi AP Cerstvého ejakulatu a v TO 72 58,91 12,77 -85| -25,0(1,50
Podil spermii s primoc¢arym pohybem (AP) 30

72 11,3] 12,48 0| 55,0(1,47

minut po rozmrazeni (T30) — AP v T30

Podil spermii s neporuSenymi membranami

72 18,11 10,09 2,88 60,9|1,19
(NM (SIM) po rozmrazeni (T0) — NM v T0 ’ ’ ’ N

Rozdil mezi APv T0av T30 72 -4,56| 6,62 -25| -18,0(0,78

Rozdil mezi NM u ¢éerstvého ejakulatu a v TO 72 -34,6|20,53| -72,74| -15,9 2,42

Rozdil mezi NM u Fedéného ejakulatu a v TO 72 38,6 27,54 | -84,98 3498 3,25

I vtomto objemu byl potvrzen vliv plemene na mrazitelnost spermatu. Na rozdil od
vyse uvedenych objemil byl zjistén pritkkazné (P<0,05) nizsi pokles v AP v ¢asech TO a T30
bykl ceského strakatého skotu (-1,9 %) ve srovnani s byky holStynského plemene (-6,6 %).
Odolnost spermatické membrany k procesu kryokonzervace, vyjadiend zménou dynamiky
podilu spermii s nenarusenou membranou, vSak jiz opét kopirovala trend zjistény u 4 ml a 8 ml
objemu, tedy statisticky priikazné (P<0,01) nizsi rozdil mezi NM v Cerstvém ejakulatu a v TO u
holstynského plemene (-26,8 % vs. 44,3 %), respektive v NM mezi fedénym ejakuldtem a TO
(28,0 % vs. 50,6 %).

Ejakulaty s vyssi AP v Cerstvém ejakulatu (80 - 90 %) opét dosahly statisticky prikazné
vyssich hodnot AP v TO (20,0 % vs. 13,5 %) a v T30 (16,9 % vs. 8,0 %) oproti ejakulatim
s niz8§i AP (70-79 %) v Cerstvém ejakulatu. Ani v tomto objemu nebyl u téchto sledovanych

skupin zjistén statisticky prikazny rozdil v NM a v dynamice jejich zmén.
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U spermatu mrazené¢ho v objemu 12 ml nebyl potvrzen vliv metody rozmrazeni u
zadného ze sledovanych parametri. U vzorkd rozmrazenych pomoci M1 a M3 byly zjiStény

statisticky nepriikazné vyssi hodnoty AP v TO a T30 oproti vzorkiim rozmrazenych M2.

Taulka 8: Podil spermii s pfimocarym pohybem (AP) ve vzorcich vyrobenych v objemu 12 ml
dle plemene, AP v Cerstvém ejakulatu a metody rozmrazeni

n Pokles AP
AP v TO Ir;l"el;'ieggl; 10 |APVT30  |meziT0a
Vliv Skupina T30
LSM+SE |LSM=SE LSM=SE |LSM=SE
Cesky 36 R
stk Skot 152+2,07| -61,1+£2,12| 133+1,98| -1,9+0,99
Plemeno g{‘:}':tymky 36| 1824220 -57.9+226| 11.6+2.11] -6.6+ 1,068
NiZzsi 48 A
+ a - + + - +
APy | (079 %) 13,5+ 1,87 572+191| 8,0+1,79 544090
Cerstvém Vyssi 24 b B
clalulitn | (8090 %) 20,0 + 2,43 61,7+2.49| 169+2338| 3.1+1,17
Metoda M1 24| 183+255| -57.9+261| 142+245| -41+123
rozmrazeni M2 24| 135+255| -62,6+2,61| 108+245| -27+1.23
M3 24| 183+255| -57.9+261| 123+245| -6,0=+1.23

Kde: A-B - statisticka vyznamnost P< 0,01, a-b statisticka vyznamnost P< 0,05, AP — podil
spermii s primocarym pohybem, T0 -bezprostiedné po rozmrazeni, T30- 30 minut po
rozmrazeni, CE — Cerstvy ejakulat, M1, M2, M3 — metoda rozmrazeni 1, 2, 3.

Tabulka 9: Podil spermii s nenarusenymi membranami ve vzorcich vyrobenych v objemu 12
ml dle plemene, AP v Cerstvém ejakulatu a metody rozmrazeni

. n Pokles NM mezi E’okvles’ NM mezi
Vliv NMvTO0 CE a TO redénym
Skupina ejakulatem a T0
) LSM + SE LSM = SE LSM = SE
Cesky strak. |36 170+1,63|  -443+296°|  -50,6+3,63°
Plemeno |Skot
Holstynsky skot |36 18,5+ 1,73 -26,8 £3,168 -28,0 + 3,88"
APv | NiZ8i (70-79 %) |48 17,7+ 1,47 31,8 +2,68 36,5 + 3,29
Cerstvém |y, i (80-90 %) | =+ 1864192  -393+349|  -42.1+428
ejakulatu
Metoda M1 24 20,6 + 2,01 33,2 + 3,66 36,9 + 4,49
rozmrazeni M2 24 14,8 + 2,01 -39,0 + 3,66 42,7 + 4,49
M3 24 192 +2,01 34,5 + 3,66 38,2+ 4,49

Kde: A-B - statisticka vyznamnost P< 0,01, a-b statisticka vyznamnost P< 0,05, AP — podil
spermii s primocarym pohybem, NM — podil spermii s nenarusenymi membranami T0 -
bezprostiedné po rozmrazeni, T30- 30 minut po rozmrazeni, M1, M2, M3 — metoda rozmrazeni

1,2, 3.
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5.2 METODICKY OKRUH 2 - POROVNANI MRAZITELNOSTI V
RUZNE VELKYCH OBJEMECH

Cilem druhé poloviny pokusu bylo porovnat mrazitelnost spermatu bykl v riznych
objemech (4 ml, 8 ml a 12 ml). Jako ukazatele mrazitelnosti byly vybrany podil spermii
s celkovym pohybem (AC), podil spermii s pfimocarym pohybem (AP; aktivita piimocard),
podil spermii s rychlym pohybem (AR), podil spermii s pomalym pohybem (APO), podil
spermii s neporusnou cytoplasmatickou membranou (NM; neporuSend membrana) a podil

zivych spermii (ZIV). Tato &ast pokusu byla rozdélena na dvé faze:

I. hodnoceni mrazitelnosti ve velkych objemech

II. hodnoceni kvality insemina¢nich davek vyrobenych metodou DF

Mrazitelnost v jednotlivych objemech byla nasledné posuzovéna z hlediska interakci
mezi objemem pii mrazeni a plemenem, hustotou Cerstvého ejakulatu ejakulatu a byky. Daéle
byly stanoveny korelace k parametrim kvality cerstvého ejakulatu, 1 k parametrim

mrazitelnosti ve velkych objemech.

5.2.1 Faze 1 - Hodnoceni velkych objemi

V prvni fazi bylo hodnoceni provedeno u vzorki (n=195) pfimo mrazenych v riizné
velkych objemech (4 ml, 8 ml a 12 ml). Zde byly analyzovany parametry aktivity/pohyblivosti
spermii ve tiech Casovych tusecich: bezprostiedné¢ po rozmrazeni (T0), dale 30 minut po
rozmrazeni (T30) a nakonec 60 minut po rozmrazeni (T60). Podil NM byl hodnocen
bezprostfedné po rozmrazeni a podil ZIV 30 minut po rozmrazeni. Primérné charakteristiky

hodnoceného souboru jsou uvedeny v tabulce 10.

5.2.1.1 Vysledky sledovanych paramterit v zakladnim souboru

Nejvyssi hodnoty AC bylo dosazeno v TO (50,6 + 16,75 %). Hodnota AC v prub¢hu
hodinového termodynamického testu klesla pouze o necela 3 % (AC v T60: 48,0 = 17,35 %).

Rovnéz u AP jsme v pribéhu sledovani nezaznamenali vétsi zmény, pfiCemz maxima

bylo dosaZzeno v T30 (v TO 41,9 + 16,36 %, v T30 42,1 + 17,17, v T60 40,0 + 16,78 %). Je

v

svého maxima v T30 a to 31,4 + 14,81 %. Posledni parametr aktivity, APO, pak vykazala

relativné nejvyssi pokles v pribéhu hodinového sledovani. Maximum (14,3 + 6,48 %) bylo
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zaznamenano v TO, minimum (9,2 £ 4,90 %) potom v T60. Vyvoj hodnot podilu spermii u

sledovaného parametru v ¢ase je znazoriiuje graf 1.

Graf 1: Vyvoj hodnot podilu spermii u sledovaného parametru v ¢ase
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Kde: AC — podil spermii s celkovym pohybem, AP — podil spermii s primocarym pohybem, AR
— podil spermii s rychlym pohybem, APO — podil spermii s pomalym pohybem,

Ve sledovaném souboru byl déle zjistén primémy podil NM 18,0 + 8,75 % a ZIV 19,7
+ 10,38 %.

Tabulka 10: Primérné charakteristiky spermatu mrazené¢ho v objemech 4 ml, 8 ml a 12 ml

Proménna n X s| min. max. s.e.| V(%)
ACvTO 195 50,6 16,74 8,4 88,1 1,19 33,07
AP v TO 195 41,9 16,36 4,7 83,8| 1,16 39,06
AR v TO 195 27,0 13,40 2,4 69,9 0,95| 49,64

APO v TO 195 14,3 6,48 0 33,6/ 0,46| 45,40
ACv T30 195 50,2 17,43 10,6 91,6 1,24 34,74
AP v T30 195 42,1 17,17 8,4 85,6 1,22 40,79
AR v T30 195 31,4 14,81 5,0 71,3| 1,05 47,24
APO v T30 195 10,3 4,97 0,3 31,5| 0,35| 48,43
ACv T60 195 48,0 17,35 10,6 90,2| 1,23 36,17
AP v T60 195 40,0 16,78 5,8 80,9 1,19 42,06
AR v T60 195 29,8 14,54 0,8 65,1 1,03| 48,83
APO v T60 195 9,2 4,90 1,6 29.9| 0,35 53,33
NM 195 18,0 8,75 3,0 44,5 0,62| 48,57
ZIV 195 19,7 10,38 1,0 60,0/ 0,74 52,84
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Kde: AC — podil spermii s celkovym pohybem, AP — podil spermii s primocarym pohybem,
AR — podil spermii s rychlym pohybem, APO — podil spermii s pomalym pohybem,
10 -bezprostredné po rozmrazeni , T30 — 30 minut po rozmrazeni, T60 — 60 minut po
rozmrazeni, NM — podil spermii s nenarusenymi membranami, ZIV — podil Zivych spermit

V souboru byly déle stanoveny korelace sledovanych ukazatelli mrazitelnosti ve vztahu

k AC, AP, hustoté a objemu odebrané¢ho ejakulatu.

Parametry aktivity AC, AP, AR u rozmrazenych vzorkti byly ve vSech tiech
sledovanych casech ve velmi slabych a nadto statisticky nepriikaznych (P>0,05) korelacich
k AC a AP v Cerstvém ejakulatu. O néco vyssi, presto vSak obecné slabé, korelace byly zjistény
u APO. Nejvyssi hodnoty dosahly statisticky prikazné pozitivni korelace APO k AC
v Cerstvém ejakulatu r = 0,19 (P<0,01), a APO k AP v Cerstvém ejakulatu r = 0,18 (P<0,05),
obé v TO.

Zjisténé korelace parametrii aktivity k hustoté Cerstvého ejakulatu mély slabé negativni
trend, statisticky prikazny (P<0,05) vSak byl pouze u AP v TO (r =-0,15) au AR vTO (r = -
0,17). Statisticky neprikazné byly velmi slabé korelace mezi APO a hustotou (r = 0,01 az
0,05).

Korelace parametri aktivity k objemu cerstvého ejakulatu byly opét statisticky

nepritkazné a pohybovaly se na trovni r = -0,09 az 0,02.

Tabulka 11: Korelace (r=) parametri aktivity rozmrazenych vzorka (n=195) k AC, AP, hustoté

a objemu Cerstvého ejakulatu.

AC AP
TO T30 T60 TO T30 T60
ACv CE 0,05 0,12 0,08 0,03 0,09 0,09
AP v CE 0,05 0,13 0,09 0,04 0,11 0,10
HUSVCE [-0,12 |-0,06 |-0,08 -0,15* | -0,11 |-0,09
OBJ CE -0,08 0,01 0,01 -0,09 -0,01 ]-0,03
AR APO
TO T30 T60 TO T30 T60
ACv CE -0,04 0,07 0,08 0,19** | 0,14 [0,11
AP v CE -0,03 0,09 0,09 0,18* 0,13 0,12
HUSvVCE [-0,17* |-0,13 |-0,12 0,01 0,04 |0,05
OBJ CE -0,06 0,02 |-0,02 -0,08 -0,09 10,00

Kde: ** - statisticka vyznamnost P< 0,01, * - statisticka vyznamnost P< 0,05, AC — podil
spermii s celkovym pohybem, AP — podil spermii s primocarym pohybem, AR — podil spermii
s rychlym pohybem, APO — podil spermii s pomalym pohybem, T0 -bezprostredné po
rozmrazeni , T30 — 30 minut po rozmrazeni, T60 — 60 minut po rozmrazeni, HUS — hustota,
OBJ — objem, CE — Cerstvy ejakuldt
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Stiedné silné pozitivni korelace byly zjistény mezi NM a AC a AP v Cerstvém
ejakulatu, obé r = 0,41; P<0,01 a mezi ZIV a AC v &erstvém ejakulatu r = 0,34, P<0,01 a mezi
ZIV a AP v Gerstvém ejakulatu r = 0,35, P<0,01. Korelace NM a ZIV k hustoté a objemu

bylyopét velmi slabé a statisticky neprtikazné.

Tabulka 12: Korelace (r=) podilu spermii s nenaruSenou membranou a podilu zZivych spermii u

rozmrazenych vzorkli (n=195) k AC, AP, hustoté a objemu cerstvého ejakulétu.

NM ZIV

ACvCE |041%% | 0,34

AP v CE 0,41** | 0,35**

HUSvCE | 0,13 -0,04

OBJ CE | 0,08 0,00

Kde: ** - statisticka vyznamnost P< 0,01, NM — podil spermii s nenarusenymi membranami,
ZIV — podil Zivych spermit

5.2.1.2 Vliv objemu vzorku na mrazitelnost spermatu byki

Z vysledkli termodynamického testu je zfetelné patrné, ze u vzorkli mrazenych
v objemech 4 ml a 8 ml byly zjiStény statisticky vyznamné vyssi hodnoty AC, AP a AR v TO,
T30 1 T60 oproti vzorkiim mrazenym v objemu 12 ml a to na hladinach statistické vyznamnosti
P<0,01 a P<0,05. U zadného ze sledovanych parametrii aktivity nebyl zaznamenan statisticky

vyznamny rozdil mezi vzorky vyrobenymi v objemech 4 ml a 8 ml.

Nejvyssi hodnoty AC byly zaznamenany v TO u objemu 8 ml a to 53,6 + 2,03 % a
v T30 rovnéz u objemu 8 ml 53,6 £ 2,11 %. Tyto hodnoty se statisticky prikazné liSily od
hodnot AC zjisténych u objemu 12 ml (46,0 + 2,03 % v TO, respektive 45,3 + 2,11 % v T30).
AC v T60 byla u vzorkll o objemu 4 ml a 8 ml tém¢ft shodna (50,3 + 2,11 %, respektive 50,4 +
2,11 %) a statisticky prukazné vyssi oproti AC v T60 u 12 ml vzorka (43,3 + 2,11 %).

Nejvyssi hodnoty AP bylo dosazeno u vzorkd o objemu 8 ml v T30 (45,3 + 2,08 %).

v v

cvvr

pouze o 1 % (AP v TO: 43,7 + 1,98 %, AP v T60: 42,7 + 2,03 %). Nejvyssi pokles (o 3,4 %)
byl zaznamenén u vzorkli mrazenych v objemu 8 ml mezi T30 a T60 (AP v T30: 45,3 + 2,08
%, AP v T60: 41,9 +2,03 %).

Zajimavy je 1 vyvoj podilu AR, kdy u vSech sledovanych objemt v pribéhu TDT testu
dosahly hodnoty maxima v T30 (4 ml: 32,5 + 1,80 %, 8 ml 33,9 + 1,80 % a 12 ml: 27,6 =+
1,80 %) a udrzely si vyssi hladinu i v T60 oproti TO (4 ml: T60 31,5 + 1,76 % vs. TO 27,9 =+
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1,63 %; 8 ml: T60 31,7 = 1,76 % vs. T0 29,3 + 1,63 %, 12 ml: T60 26,1 + 1,76 % vs T0 23,7
+ 1,63 %).

Hodnoty APO se statisticky vyznamné (P<0,05) lisily pouze v T30 a to mezi objemy 8
ml (10,9 + 0,61 %) a 12 ml (9,1 + 0,61 %). Podrobné vysledky jsou uvedeny v tabulce 13.

Tabulka 13: Hodnoty AC, AP, AR a APO u vzorkl (n=195) mrazenych v objemech 4 ml, 8 ml

a 12 ml v pribéhu termodynamického testu.

Objem |[n | AC (%) AP (%) AR (%) APO (%)
LSM + SE LSM + SE LSM + SE LSM + SE

TO

4 ml 65 |52,1+2,03* |437+1,98 27,9 + 1,63 15,0 £ 0,79

8 ml 65 |53,6+2,03" |448+1,98" 293+1,63* |14,9+0,79

12ml |65 |46,0+2,03%% (372+1,985> [237+1,63> |12,9+0,79
T30

4 ml 65 |51,6+2,11* |43,9+208 32,5+ 1,80 10,7 £ 0,61

8 ml 65 |53,6+£2,11* |453+2,084 33,9+ 1,80 |10,9+0,61?

12ml |65 [453+2,11° [37,1+2,08%> |27,6+1,80° 9,1 +0,61°
T60

4 ml 65 |503+£2.11* |42,7+2,034 31,5+ 1,76 | 9,7+0,60

8 ml 65 |504+211* |41,9+2,03° 31,7+ 1,76 | 9,2+0,60

12ml |65 |433+2,11° |352+2,038° [26,1+1,76" |8,3+0,60

Kde: A,B- statisticka vyznamnost P< 0,01, a,b statisticka vyznamnost P< 0,05, AC — podil
spermii s celkovym pohybem, AP — podil spermii s primocarym pohybem, AR — podil spermii
s rychlym pohybem, APO — podil spermii s pomalym pohybem, T0 -bezprostiedné po
rozmrazeni, T30- 30 minut po rozmrazeni, T60 — 60 minut po rozmrazeni

5.2.1.3 Vliv plemene na mrazitelnost ve velkych objemech

V prvnim metodickém okruhu byl sledovan vliv plemene ve vztahu k rozmrazeni

velkoobjemového vzorku, kdy byla zjisténa vysSi rezistence k negativnim vlivim
kryokonzervace u bykl holstynského plemene. V druhém metodickém okruhu byl sledovan
vliv velikosti vzorku na mrazitelnost obou plemen (holstyn: 4 ml; 8 ml; 12 ml, ceské strakaté: 4
ml, 8 ml; 12 ml) a dale vliv plemene na mrazitelnost v daném objemu (4 ml: holstyn x ceské

strakaté; 8 ml: holstyn x Ceské strakaté, 12 ml: holStyn x Ceské strakaté).

Bezprostfedné po rozmrazeni (v TO) nebyl statisticky prikazné potvrzen vliv velikosti
vzorku na mrazitelnost spermatu bykd daného plemene ani v jednom ze sledovanych
parametra aktivity. Nejvyssi primérné AC bylo dosazeno u ¢eského strakatého plemene (54,2
+ 2,96 %). U holStynského plemene byla AR v TO srovnatelna u 4 ml (53,5 £2,78 %) au 8 ml
(53,1 2,78 %) vzorkid. Nejvyssi primérnd AP a AR byla zjiSténa u holStynského plemene
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mrazen¢ho ve 4 ml (46,0 + 2,71 %, respektive 32,6 + 2,13 %). Naopak nejvyssi APO byla

zaznamenana u ¢eského strakatého plemene mrazeného v 8 ml (18,0 = 1,08 %).

Na druhou stranu byl potvrzen vliv plemene na mrazitelnost ve sledovaném objemu
v TO. U vzorki o objemu 4 ml dosdhlo holStynské plemeno statisticky prikazné (P<0,05)
vyssi AR oproti ¢eskému strakatému plemeni (32,6 = 2,13 % vs. 22,6 + 2,67 %). Naopak
statisticky priikazné (P<0,01) vyssi APO byla zjisténa u Ceského strakatého plemene (17,9 +
1,08 %) ve srovnani s holstynskym plemenem (12,5 £ 1,02 %). U objemu 8 ml se vysledky
plemen statisticky prukazné (P<0,01) liSily pouze u parametru APO, kdy vyssi hodnoty bylo
op¢€t dosazeno u ceského strakatého plmene (18,0 + 1,08 %). Obdobné jako u vzorki o objemu
4 ml dosahlo i u vzorkll o objemu 12 ml holstynské plemeno vyssi AR v TO (28,3 + 2,13 % vs.
18,7 + 2,67 %), nicméné rozdily v APO nebyly statisticky prikazné.

Podrobné vysledky jsou uvedeny v tabulce 14.

Tabulka 14: Vysledky ukazatelii aktivity dle plemen a objeml bezprostfedné po rozmrazeni
(n=195)

Plemeno Objem |n | ACvTO AP v TO ARvVvTO (%) | APOVTO
(%) (%) (%)
LSM + SE LSM+SE |LSM=SE LSM + SE
Holstynsky | 4 ml 35 [53,5+2,778 |46,0+2,71 |32,6+2,13% 12,5+1,028
skot 8 ml 35 |53,1+2,78 |[448+271 |32,0+2,13 12,2 +1,02P
12ml |35 [49,0+2,78 |40,6+2,71 | 28,3 +2,13¢ 11,7+ 1,02
Ceské 4 ml 30 [50,6+2,96 |41,0+£2,88 |22,6+2,67° 17,9+ 1,08*
strakaté 8 ml 30 [ 542+296 |44,8+288 |264+2,67 18,0 + 1,08
12ml |30 [42,7+296 |333+288 |18,7+2,67¢ 14,3 +1,08

Kde: A-B, C-D — statisticka vyznamnost P< 0,01, a-b, c-d statisticka vyznamnost P< 0,05, AC
— podil spermii s celkovym pohybem, AP — podil spermii s primocarym pohybem, AR — podil
spermii s rychlym pohybem, APO — podil spermii s pomalym pohybem, T0 -bezprostiedné po
rozmrazeni

Vliv velikosti vzorku na mrazitelnost spermatu v ¢ase 30 minut po rozmrazeni (T30)
nebyl potvrzen u holStynského plemene. Naopak u Ceského strakatého plemene mél velikost
vzorku vliv na vSechny sledované parametry. Statisticky prikazné vysSich hodnot bylo
dosazeno u vzorkl mrazenych v objemu 8 ml oproti vzorkim mrazenym ve 12 ml a to u vSech
sledovanych parametrt. Na hladiné statistické vyznamnosti P<0,05 se liSily AC (55,5 = 3,07 %
vs. 41,0+ 3,07 %) a AR (33,2 £ 2,59 % vs. 22,7 £ 2,59 %). Na hladiné statistické vyznamnosti
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P< 0,01 se potom lisily AP (47,4 + 3,01 % vs. 32,5 + 3,01 %) a APO (14,0 + 0,82 % vs. 9,5 +
0,82 %). Hodnoty zjisténé u vzorkli o objemu 4 ml nebyly statisticky prikazné rozdilné proti
hodnotdm detekovanym v dalSich objemech, nicméné byly u vSech parametri vyS$i nez

hodnoty ve 12 ml.

Vliv plemene na mrazitelnost ve sledovaném objemu byl minimalni. Statisticky
prikazné se lisily pouze hodnoty APO u objemu 4 ml, kde ¢eské strakaté plemeno dosdhlo
12,5 £ 0,82 %, zatimco holstynské plemeno pouze 9,2 + 0,82 % (P<0,01). Obdobny trend byl
zaznamenan u objemu 8 ml (Ceské strakaté plemeno 14,0 + 0,82 %, holStynské plemeno 8,3 +

0,77 %, P< 0,01). Podrobné¢ vysledky jsou uvedeny v tabulce 15.

Tabulka 15: Vysledky ukazatell aktivity dle plemen a objemt 30 minut po rozmrazeni (n=195)

Plemeno Objem |n | ACv T30 AP v T30 AR v T30 APO v T30
(%) (%) (%) (%)
LSM+SE |[LSM+SE |LSM+SE |LSM+SE
Holstynsky | 4 ml 35 |52,1+289 |445+283 [34,5+244 |92+0,77"
skot 8 ml 35 [51,9+289 |434+283 |[346+244 |83+0,77"
12ml |35 [492+289 [413+283 [32,0+244 |8,6+0,77
Ceské 4 ml 30 |51,0+3,07 |432+301 [303+259 |12,5+0,82°
strakaté 8 ml 30 |55,5+3,07* | 47,4+3,01* [332+259 |14,0+0,82CF
12ml |30 |41,0+3,07° |[32,5+3,01% [22,7+2,59¢ |9,5+0,82°

Kde: A-B, C-D, E-F — statisticka vyznamnost P< 0,01, a-b, c-d, e-f statisticka vyznamnost P<
0,05, AC — podil spermii s celkovym pohybem, AP — podil spermii s primocarym pohybem, AR
— podil spermii s rychlym pohybem, APO — podil spermii s pomalym pohybem, T30- 30 minut
po rozmrazeni

Vliv velikosti vzorku na mrazitelnost obou plemen ani vliv plemene na mrazitelnost
v daném objemu nebyl potvrzen u zadného ze sledovanych paramterti aktivity v ¢ase 60 minut

po rozmrazeni (T60).
Podrobné vysledky jsou uvedeny v tabulce 16.

Tabulka 16: Vysledky ukazatell aktivity dle plemen a objemt 60 minut po rozmrazeni (n=195)

Plemeno Objem |n | ACvT60 APvT60 | ARvT60 | APOvT60
(%) (%) (%) (%)
LSM + SE LSM+SE |LSM=+SE |LSM+SE
Holstynsky | 4 ml 35 | 51,6+291 439+281 |334+242 | 8,3+0,80
skot 8 ml 35 | 51,7+291 424+281 |331+242 | 8,4+0,80
12ml |35 [443+291 36,5+2,81 |283+242 | 74+0,80
Ceské 4 ml 30 |48,8+3,09 413+298 |294+258 | 11,4+0,85
strakaté 8 ml 30 | 48,9+3,09 41,3+298 |30,1+2,58 |10,9+0,85
12ml |30 |42,2+3,09 33,7+2,98 | 23,7+258 | 94+0,85
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Kde: AC — podil spermii s celkovym pohybem, AP — podil spermii s primocarym pohybem, AR
— podil spermii s rychlym pohybem, APO — podil spermii s pomalym pohybem, T60 — 60 minut
po rozmrazeni

Ve vztahu k objemu vzorku a plemeni nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil ani u
podilu spermii s nenaruSenymi membranami, respektive podilu zivych spermii. V obou
parametrech dosahlo nejlepsich vysledkii plemeno ceské strakaté mrazené v objemu 8 ml (NM:
20,6 + 1,55 %, ZIV: 21,9 + 1,86 %) a rovnéz u hol§tynskych bykt mrazenych v 8 ml objemu
byly zaznaménany nejvy$si hodnoty NM (19,0 + 1,46 %) a ZIV (21,4 + 1,75). Detailni
vysledky udava tabulka 17.

Tabulka 17: Podily spermii s nenaruSenymi membranami a podily zivych spermii dle plemen a

objemul bezprostiedné po rozmrazeni rozmrazeni (n=195)

Plemeno Objem n NM v T0 (%) ZIV v T0 (%)
LSM + SE LSM + SE
Holstynsky 4 ml 35 15,0 + 1,46 17,2+ 1,75
skot 8 ml 35 19,0 + 1,46 21,4+ 1,75
12 ml 35 15,7 + 1,46 17,7+ 1,75
Ceské strakaté | 4 ml 30 18,4 + 1,55 20,6 + 1,86
8 ml 30 20,6 + 1,55 21,9+ 1,86
12 ml 30 19,9 + 1,55 19,4 + 1,86

Kde: NM — podil spermii s nenarusenymi membranami, ZIV — podil Zivych spermii,

10 - bezprostiredné po rozmrazeni

5.2.1.4 Vliv hustoty odebraného ejakuldatu na mrazitelnost ve velkych objemech

Z nami ziskanych vysledkli se nepodafilo prokazat vliv hustoty na mrazitelnost
v riznych objemech. V priitbéhu TDT testu byly zjistény obecné nejvyssi hodnoty AC a AP u
sttedn¢ hustého spermatu mrazené¢ho v objemu 8 ml, statisticky se vSak neliSily od ostatnich
hodnot zjisténych u stfedn¢ hustého spermatu, ani od hodnot ziskanych u fidkého a velmi

hustého spermatu mrazeného v objemu 8 ml. Podrobné vysledky jsou uvedeny v tabulce 18.
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Tabulka 18 Vysledky parametra aktivity dle hustoty odebrané¢ho ejakulatu v pribéhu TDT testu

(n=195)
Hustota Objem | n ACvTO (%) | APVvTO (%) | ARvTO (%) | APOVTO
ejakulatu (%)

LSM + SE LSM + SE LSM + SE LSM + SE
Ridky 4 ml 25 | 51,8+3,19 44,4 + 3,12 29,7 +£ 2,57 13,7+ 1,27
(0,40-0,70 8 ml 25 |50,7+3,19 42,4 +3,12 28,6 2,57 13,0+ 1,27
mil. sp/mm’) | 12ml |25 |44,8+3,19 36,5+3,12 24,3 + 2,57 11,5+1,27
Stiredni 4 ml 22 | 57,5+3,33 47,7 +3,25 30,3 £2,68 16,8 = 1,33
(0,70—-1,08 | 8 ml 22 60,1 +3,33 51,0+ 3,25 33,3 +2,68 17,3+ 1,33
mil. sp/mm®) | 12ml |22 |52,7+3.33 43,8 + 3,25 28,7+ 2,68 14,5+ 1,33
Velmi husty | 4 ml 18 | 458+3,77 37,5+ 3,68 22,4 +£3,03 14,6 + 1,50
(1,09-1,77 | 8 ml 18 149,5+3,77 40,2 + 3,68 25,3 +£3,03 14,6 + 1,50
mil. sp/mm?®) | 12ml |18 |39,2+3,77 29,7 + 3,68 16,6 = 3,03 13,0+ 1,50
Hustota Objem | n ACv T30 AP v T30 AR v T30 APO v T30
ejakulatu (%) (%) (%) (%)

LSM + SE LSM + SE LSM + SE LSM + SE
Ridky 4 ml 25 | 50,1 +3,44 442 + 372 33,5+2.91 10,0 = 0,99
(0,4-0,70 8 ml 25 |53,6+3,44 452 + 3,72 33,8 +291 10,8 = 0,99
mil. sp/mm’) | 12ml |25 |42,9+3,44 35,3+£3,72 272+ 291 7,9 +0,99
Stiredni 4 ml 22 | 55,0+3,59 46,4 + 3,52 34,7+ 3,04 11,1 £1,03
(0,71-1,08 | 8 ml 22 | 56,2+3,59 48,3 £3,52 36,6 + 3,04 11,2+ 1,03
mil. sp/mm’) | 12ml |22 |49,9+3,59 422 +3,52 31,8+3,04 9,9 £ 1,03
Velmi husty | 4 ml 18 |49,5+4,05 40,2 + 3,98 28,4 + 3,44 11,4+1,17
(1,09-1,77 | 8 ml 18 |50,2+4,05 41,6 + 3,98 30,7 + 3,44 10,8+ 1,17
mil. sp/mm’) | 12ml |18 |42,9+4,05 33,1 +3,98 22,8 + 3,44 9,9+1,17
Hustota Objem | n ACvT60 AP v T60 AR v T60 APO v T60
ejakulatu (%) (%) (%) (%)

LSM + SE LSM + SE LSM + SE LSM + SE
Ridky 4 ml 25 149,0+3,45 41,4+ 3,33 31,3+2,88 8,8+ 0,99
(0,4-0,70 8 ml 25 |50,8+3,45 419+ 3,33 31,8 +2,88 9,3+0,99
mil. sp/mm*) | 12ml |25 |42,5+3.45 34,7+ 3,33 25,5+ 2,88 8,0+ 0,99
Stiredni 4 ml 22 |523+3,60 44,5 + 3,47 33,9+3,00 9,7+ 1,03
(0,71-1,08 | 8 ml 22 | 53,4+3,60 453 + 3,47 35,3+ 3,00 9,1 +£1,03
mil. sp/mm’) | 12ml |22 |45,0+3,60 37,4 + 3,47 28,3+ 3,00 8,5+ 1,03
Velmi husty | 4 ml 18 |49.4+4,07 42,1 +391 29,0 £ 3,30 11,0+ 1,62
(1,09-1,77 | 8 ml 18 | 46,2+4,07 37,6 £3,91 27,0 + 3,30 10,3+ 1,62
mil. sp/mm’) | 12ml |18 |42,1+4,07 33,0£3.91 24,3 + 3,30 8,5+ 1,62

Kde: AC — podil spermii s celkovym pohybem, AP — podil spermii s primocarym pohybem, AR
— podil spermii s rychlym pohybem, APO — podil spermii s pomalym pohybem, T0 —

bezprostiredné po rozmrazeni T30 — 30 minut po rozmrazeni, T60 — 60 minut po rozmrazeni

RovnéZ nebyl potvrzen vliv hustoty odebraného ejakuldtu na NM a ZIV. Neprikazné

nejvyssiho NM bylo opét dosazeno u stiedné hustého ejakulatu mrazeného v objemu 8 ml
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(21,2 = 1,81 %), nevyssiho podilu ZIV potom u Fidkého ejakulatu, rovnéz mrazeného v 8 ml
(21,8 £ 2,09 %) a velmi podobné hodnoty (21,6 = 2,47 %) bylo dosazeno i u velmi hustych

ejakulatl mrazenych rovnéz v 8 ml.

Tabulka 19: Podily spermii s nenaru§enymi membranami a podily zivych spermii dle plemen a

objemul bezprostiedné po rozmrazeni rozmrazeni (n=195)

Hustota Objem n NM v T0 ZIV v T0
ejakulatu (%) (%)
LSM + SE LSM + SE

Ridky 4 ml 25 153+ 1,74 | 19,1 +2,09
(0,4-0,70 mil. | 8 ml 25 18,1+ 1,74 | 21,8+2.09
sp/mm?) 12 ml 25 16,7+ 1,74 | 19,3 +2.09
Stiredni 4 ml 22 154+181| 17,8+2,18
(0,71-1,08 | 8ml 22 212+ 1,81 ] 21,3+2,18
mil. sp/mm’) | 12 ml 22 183+1,81| 19,2+2,18
Velmi husty | 4 ml 18 20,0+£2.05| 19,6+247
(1,09-1,77 | 8ml 18 20,1 +2,05 | 21,6+247
mil. sp/mm’) | 12 ml 18 182+2.05| 164+247

Kde: NM — podil spermii s nenarusenymi membranami T0 -bezprostiedné po rozmrazeni, ZIV

— podil zivych spermii, TO- bezprostiedné po rozmrazeni

5.2.1.5 Vliv byka na mrazitelnost ve velkych objemech

V predkladané praci byl hodnocen vliv plemenika na mrazitelnost spermatu v objemech
4 ml, 8 ml a 12 ml, vcetné¢ hodnoceni jednotlivych parametrti aktivity, podilu spermii
s nenaruSenou membranou a podilu zivych spermii. S vyjimkou hodnot pomalého pohybu
spermii zjisténych v T30 vSak nebyly mezi zjiSténymi hodnotami nalezeny statistické rozdily.

Celkovy piehled vysledki mrazitelnosti dle byktl je uveden v ptiloze €. 2.

Vibec nejvyssi podil spermii s pomalym pohybem v T30 byl zjistén u byka plemene
ceske starkaté MONTEKO v objemu 8 ml (20,1 + 1,92 %). Tato hodnota se ve sledovaném
objemu statisticky (P<0,05) liSila oproti pouze jedinému bykovi t¢hoz plemene (LEWIS; 8,8 +
1,92 %) a oproti vS§em byktim holstynského plemene (COLMAN, PIKANT, POLLEDSTAR,
REBEL, SUNSHINE, SUNWAY a SUREBOY). Vobjemu 4 ml byl zjistén statisticky
vyznamny (P<0,05) rozdil této hodnoty mezi byky MARTIN (17,2 + 1,92 %) a SUNSHINE
(6,5 £ 1,92 %). V objemu 12 ml nebyly nalezeny statisticky prikazné rozdily. Podrobné
vysledky jsou uvedeny v tabulce 20.
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Tabulka 20 Podil spermii s pomalym pohybem v T30 dle byki a objemti (n=195)

Byk n |4ml 8 ml 12 ml

APO v T30 (%) | APO v T30 (%) | APO v T30 (%)

LSM =+ SE LSM + SE LSM + SE
COLMAN 5 11,5+ 1,92 8,5+ 1,92° 7,5+ 1,92
KORN 5 8,0+ 1,92 11,8+ 1,92 9,5+ 1,92
LATEX 5 9,5+1,92 14,0 = 1,92 7,5+1,92
LEWIS 5 9,9+ 1,92 8,8 +1,92° 8,5+ 1,92
LYON 5 14,5+ 1,92 15,0 £ 1,92 11,6 1,92
MARTIN 5 17,2 +1,92¢ 15,1 +1,92 9,6+ 1,92
MONTEKO 5 16,4 + 1,92 20,1 +1,92° 10,6 + 1,92
PIKANT 5 9,8+ 1,92 9,3+ 1,92° 9,8+1,92
POLLEDSTAR |5 9,3+1,92 8,4+ 1,92° 12,9+ 1,92
REBEL 5 8,0+ 1,92 7,5+ 1,92° 6,7 + 1,92
SUNSHINE 5 6,5+ 1,924 7,0 +1,92° 7,9+1,92
SUNWAY 5 8,0+ 1,92 7,9+ 1,92° 9,2+ 1,92
SUREBOY 5 11,1 +£1,92 9,2 +1,92° 7,3+ 1,92

Kde: A-B — statisticka vyznamnost P< 0,01, a-b statisticka vyznamnost P< 0,05, AC — podil
spermii s celkovym pohybem, AP — podil spermii s primocarym pohybem, AR — podil spermii
s rychlym pohybem, APO — podil spermii s pomalym pohybem, TO — bezprostiedné po

rozmrazeni T30 — 30 minut po rozmrazeni, T60 — 60 minut po rozmrazeni

5.2.2 Faze 2 — Hodnoceni kvality inseminac¢nich davek vyrobenych metodou DF

V druhé fazi byly hodnoceny pejety vyrobené metodou DF (n=195). Hodnoceny byly
stejné¢ ukazatele kvality inseminacnich dévek, pticemz parametry aktivity byly hodnoceny
bezprostfedné po rozmrazeni (T0), 60 minut po rozmrazeni (T60) a 120 minut po rozmrazeni
(T120). Z hodnoceni byly vyfazeny vzorky s AC <5 % a to z divodu velmi obtizné detekce
takto nizkych aktivit ve vzorku. Podil NM byl opét hodnocen bezprostiedné po rozmrazeni a
podil ZIV 30 minut po rozmrazeni. Primémé charakteristiky hodnoceného souboru jsou

uvedeny v tabulce 21.

5.2.2.1 Vysledky sledovanych paramerit v zakladnim souboru

Z celkového poctu pejet/vzorkd n=195 bylo 13 kusd, tj. 11,8 % vyfazeno jiz pii prvnim
hodnoceni z divodu neméfitelné aktivity. Po 60 minutdch od rozmrazeni si udrzelo aktivitu
minimalné 5 % celkem 132 vzorki, tj. 32,3 % vzorki bylo vyfazeno. Po 120 minutach dosdhlo
poZadované aktivity pouze 106 vzorki. Na konci TDT testu tedy bylo vyfazeno celkem 45,6 %
vzorki. Nejvyssich hodnot AC, AP a AR bylo dosazeno v T60 (20,0 + 9,67 %, respektive 16,3
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+ 8,34 % a 12,4 + 6,69 %). Hodnoty podilu NM a ZIV byly velice podobné (NM 10,7 + 6,27
% a ZIV 10,8 + 6,68 %).

Tabulka 21 Zakladni charakteristiky souboru

Proménna n X s min. max. s.e.| V(%)
ACTO 172 17,3 9,79 4,5 51,9 0,75 56,50
AP TO 172 12,9 8,44 1,2 44.6 0,64 65,18
AR TO 172 7,8 5,60 0,9 30,2 0,43 72,17
APO TO 172 4,9 3,85 0,2 32,3 0,29| 78,44
AC T60 132 20,0 9,48 5 43 0,83| 47,34
AP T60 132 16,3 8,34 3,3 38,9 0,73 51,11
AR T60 132 12,4 6,69 2,1 33,4 0,58| 54,03
APO T60 132 3,6 2,30 0,8 13,4 0,20 63,06
AC T120 106 16,5 8,00 5 44,5 0,78 | 48,57
AP T120 106 13,3 7,41 2,5 41,6 0,72| 55,66
AR T120 106 9,9 6,17 1,6 37,1 0,60| 62,67
APO T120 106 3,2 1,97 0,6 11 0,19 61,59
NM 195 10,7 6,27 1 35 0,50| 58,50
yA\Y% 195 10,8 6,68 0,5 45 0,53 62,10

Kde: AC — podil spermii s celkovym pohybem, AP — podil spermii s primocarym pohybem,
AR — podil spermii s rychlym pohybem, APO — podil spermii spomalym pohybem,
T0 - bezprostredné po rozmrazeni, T60 — 60 minut po rozmrazeni, T120 — 120 minut po
rozmrazent, NM — podil spermii s nenarusenymi membranami, ZIV — podil Zivych spermii

V souboru byly déle stanoveny korelace sledovanych ukazatelli mrazitelnosti v pejetach
vyrobenych metodou DF ve vztahu k parametrim cerstvého ejakulatu (AC, AP, hustoté a
objemu odebraného ejakulatu) a ve vztahu k parametrim aktivity spermatu po rozmrazeni

velkého vzorku (AC, AP, AR a APO).

Parametry aktivity AC, AP, AR u rozmrazenych pejet k AC a AP v Cerstvém ejakulatu
byly v ¢asech TO a T60 velmi slabé a nadto statisticky neprikazné. V ¢ase T120 byly zjiStény

slabé (r=0,28 az 0,29), statisticky prikazné (P<0,01) korelace mezi t€émito parametry.

Korelace vSech parametrti aktivity spermii v inseminacnich davkach vyrobenych
metodou DF k hustoté mély negativni trend a v pribéhu TDT testu silily. Nejsilnési korelace

byla zaznamenana mezi hustotou Cerstvého ejakulatu a AP v T120 r=-0,39 (P<0,01).

Korelace parametri aktivity k objemu cCerstvého ejakulatu byly v ¢asech TO a T60

velmi slabé a statisticky neprikazné. V Case T120 byly zjistény rovnéz slabé, ale statisticky
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prukazné (P<0,01; P<0,05) negativni korelace téchto proménnych. Podrobné vysledky jsou

uvedeny v tabulce 22.

Tabulka 22: Korelace (r=) parametri aktivity rozmrazenych vzorka (n=195) k AC, AP, hustoté

a objemu cCerstvého ejakulatu.

AC AP
TO T60 T120 TO T60 T120
ACvCE r | 0,08 -0,06 -0,28%* 0,06 -0,06 -0,29%*
AP v CE r | 0,08 -0,01 -0,31** 0,06 -0,09 -0,30**
HUSVCE [r |-011% -0,28** | -0,38** -0,14 -0,29** | -0,39**
O|BJ CE r | 0,06 -0,04 -0,21* 0,03 -0,06 -0,24%*
AR APO
TO T60 T120 TO T60 T120
ACvCE r | 0,03 -0,11 -0,28%* 0,10 0,01 -0,17
APv CE r | 0,04 -0,12 -0,29%* 0,08 -0,01 -0,21*
HUSVCE |[r |-0,14%* |-030** |-0,36%* -0,09 -0,21* | -0,32**
OBJ CE r | 0,04 -0,03 -0,23%* 0,02 -0,12 -0,25%*

Kde: ** - statisticka vyznamnost P< 0,01, * - statisticka vyznamnost P< 0,05, AC — podil
spermii s celkovym pohybem, AP — podil spermii s primocarym pohybem, AR — podil spermii
s rychlym pohybem, APO — podil spermii s pomalym pohybem, T0 - bezprostiedné po
rozmrazeni, T60 — 60 minut po rozmrazeni, T120 — 120 minut po rozmrazeni, HUS — hustota,
OBJ — objem, CE — Cerstvy ejakuldt

Statisticky prikazné (P<0,01) byly vSechny korelace parametrti aktivity spermii v
inseminacnich dédvkach vyrobenych metodou DF k parametriim aktivity spermii mrazenych ve
velkém objemu, s vyjimkou hodnoty APO v T60 v insemina¢nich davkach k AR v TO v
rozmrazeném ejakulatu. Veskeré korelace byly pozitivni a dosahovaly az stfedné silnych
hodnot. Parametry aktivity spermii ve vzorcich mrazenych ve velkém objemu tak mohou byt
povazovany za dulezity indikator pro rozhodovani o dal$im zpracovani spermatu metodou DF.

Podrobné¢ vysledky jsou uvedeny v tabulce 23.
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Tabulka 23 Korelace parametrt aktivity v pejetach vyrobenych metodou DF parametrim

aktivity vzork mrazenych ve velkém objemu.

AC AP
T0 T60 T120 TO T60 T120
ACvTO0vRE r| 0,45*%* |0,36** | 0,50** 0,46** |0,34** | 0,48**
APvTOvRE r| 0,45** | 0,37*%* |0,52** 0,46** | 0,36** | 0,50**
ARV TOvRE r| 0,38** | 0,27** | 0,40** 0,40** 1 0,25%* | 0,40**
APOvTOvRE |r]|0,32%% |0,32** |0,39** 0,31** | 0,31** |0,35%*
AR APO
TO T60 T120 TO T60 T120
ACvTO0vRE r| 0,41** | 0,33*%* | 0,46** 0,42** | 0,28** | 0,40**
APvTOvRE r| 0,43** | 0,34** | 0,49** 0,40** 1 0,28%* | 0,40**
ARvTOvRE r| 0,41** | 0,26%* | 041** 0,28** 10,12 0,25%*
APOvTOvRE |r|021** ]0,27** |0,31** 0,41** 10,41** | 0,39**

Kde: ** - statisticka vyznamnost P< 0,01, AC — podil spermii s celkovym pohybem, AP — podil
spermii s primocarym pohybem, AR — podil spermii s rychlym pohybem, APO — podil spermii
s pomalym pohybem, T0 - bezprostredné po rozmrazeni, T60 — 60 minut po rozmrazeni, T120 —
120 minut po rozmrazeni, HUS — hustota, OBJ — objem, RE — rozmrazeny cerstvy ejakulat

Stejnym zpiisobem byly hodnoceny korelace podilu spermii s nenaruSenou membranou
a podilu zivych spermii. Zde byly, podobn¢ jako u vzorkd mrazenych ve velkém objemu,
zjistény pozitivni, statisticky prukazné (P<0,01) korelace k AC a AP v Cerstvém ejakulatu.
Pozitivni slabé az stiedné silné korelace byly potvrzeny rovnéz ve vztahu ke v§em parametrim
aktivity spermii u vzorkli mrazenych ve velkém objemu. Podrobné vysledky jsou uvedeny

v tabulce 24.

Tabulka 24: Korelace (=) podilu spermii s nenarusenou membranou a podilu zivych spermii
v inseminacnich davkach vyrobenych metodou DF k AC, AP, hustoté¢ a objemu cCerstvého

ejakulatu a k parametrim aktivity spermii ze vzorkid mrazenych ve velkych objemech

NM 71V
AC v CE 0,25%* | 0,20%*
AP v CE 0,25%* | 0,19%*
HUS v CE 0,06 0,03
OBJ CE 0,03 0,03

ACvTO0vRE 0,29** 10,30**

APvTOvRE 0,29%* | 0,29%**

ARvTO0vRE 0,18* 0,20**

APOvTOvRE |0,36** |0,3]1**

Kde: ** - statisticka vyznamnost P< 0,01, NM — podil spermii s nenarusenymi membranami,
ZIV — podil zivych spermii, CE — cerstvy ejakuldt, RE -rozmrazeny ejakuldt.
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5.2.2.2 Vliv objemu vzorku p¥i prvnim mrazeni na kvalitu inseminacnich davek vyrobenych

metodou DF

V prubéhu termodynamického testu bylo v TO a T60 nejvysSich hodnot AC dosazeno u
inseminacnich dévek vyrobenych ze vzorki mrazenych v objemu 8 ml. Statisticky prikazné
rozdilné hodnoty (P<0,05) vSak byly zjistény pouze mezi insemina¢nimi ddvkami vyrobenych
z8ml (19,5+ 1,25 %) az 12 ml (14,5 £ 1,30 %) v TO. V T120 byla zjisténa nejvyssi hodnota
AC u inseminacnich davek vyrobenych z objemu 4 ml (18,2 £+ 1,29 %), ta se vSak od ostatnich
hodnot statisticky prikazné neliSila. Vibec nejvyssi hodnoty AC bylo dosazeno u

inseminac¢nich davek vyrobenych z objemu 8 ml v T60 (21,1 + 1,42 %).

Obdobny trend byl potvrzen u AP. Zde vSak byla v TO zjiSténa statisticky priikazné nizsi
hodnota u inseminacnich davek vyrobenych z objemu 12 ml (10,3 + 1,12 %) oproti
inseminacnim davkam vyrobenym z objemu 4 ml (13,7 = 1,09; P<0,05) a davkdm vyrobenym
zobjemu 8 ml (14,7 £ 1,08; P<0,01). Nejvyssi hodnoty bylo opét dosazeno v T60 u

inseminac¢nich davek vyrobenych z objemu 8 ml (17,0 £+ 1,25 %).

Rovnéz hodnoty AR se v TO statisticky prukazné¢ (P<0,05) liSily mezi inseminac¢nimi

davkami vyrobenych z objemu 8 ml (9,1 = 0,71 %) a z objemu 12 ml (6,0 + 0,74 %).

Mezi ostatnimi hodnotami naméifenymi v prubéhu TDT testu nebyly nalezeny statisticky

prikazné rozdily. Podrobné vysledky jsou uvedeny v tabulce 25.

Tabulka 25 Vliv objemu vzorku pfi prvnim mrazeni na parametry aktivity spermii v prib&hu

TDT testu u davek vyrobenych metodou DF

Objem n AC (%) AP (%) AR (%) APO (%)

vzorku pri LSM + SE LSM + SE LSM + SE LSM + SE

I. mrazeni T0

4 ml 58 117,8+1,26 13,7 +£1,09° 8,0+0,72 5,4+0,50

8 ml 59 119,5+1,25% | 14,7+£1,08* 9,1+£0,71 5,2+0,50

12 ml 55 | 14,5+1,30% |[103+1,12B° |6,0+0,748 4,1+0,51
T60

4 ml 46 |20,4+1,40 16,2+ 1,23 13,0 £0,99 3,5+0,34

8 ml 45 | 21,1+£1,42 17,0+ 1,25 12,8 £1,00 4,0+ 0,34

12 ml 41 | 18,5+1,48 15,0+1,30 11,3+1,05 3,5+0,36
T120

4 ml 38 | 18,2+1,29 149+1,19 10,8 = 1,00 3,6+0,32

8 ml 38 | 163+1,29 13,1+1,19 9,9+1,00 3,0+0,32

12 ml 29 | 14,6 £1,45 11,6 £1,34 85+1,15 3,0+0,37

Kde: A-B; C-D, E-F — statisticka vyznamnost P< 0,01, a-b - statisticka vyznamnost P< 0,05,
AC — podil spermii s celkovym pohybem, AP — podil spermii s primocarym pohybem, AR —
podil spermii s rychlym pohybem, APO — podil spermii s pomalym pohybem, T0 -bezprostiedné
po rozmrazeni, T60- 60 minut po rozmrazeni, T120 — 120 minut po rozmrazeni
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Z pohledu na cetnost vzorkll je patrné, Ze nejvysSi podil vzorkd vyfazenych ze
sledovani z divodu neméfitelnosti hodnot byl zaznamenan u objemu 12 ml, a to 55,4 %. Je
rovnéz ziejmé, Ze inseminacni davky vyrobené metodou DF v priméru nedosahuji aktivity
poZadované pii komerénim vyuziti (pfimocaré aktivita v TO 40 %, pfimocara aktivita v T120
30 %; standard ISB Hradistko, Natural).

Objem vzorku pii mrazeni m¢l statisticky prikazny (P<0,05) vliv na podil spermii
s nenaruSenymi membranami a na podil Zivych spermii, a to pii srovnani insemina¢nich davek
vyrobenych z objemt 8§ ml a 12 ml. U insemina¢nich davek vyrobenych z objemu 8 ml bylo
dosazeno vyssich hodnot obou sledovanych parametrti (NM: 12,6 + 0,86 %, ZIV: 12,7 + 0,92
%) oproti tém vyrobenym z objemu 12 ml (NM: 9,4 + 0,86 %, ZIV: 9.3 + 0,91 %). Podrobné
vysledky jsou uvedeny v tabulce 26.

Tabulka 26: Vliv objemu vzorku na podil spermii s nenarusenou a na podil zivych spermii

v insemina¢nich davkach (n=194) vyrobenych metodou DF

Objem vzorku |[n | NM (%) ZIV (%)
pri I. mrazeni LSM + SE LSM + SE
4 ml 65|11,2+087 |11,4+0,93
8 ml 65| 12,6 +0,86° | 12,7+0,92°
12 ml 65| 9,4+0,86° | 93+0,91¢

Kde: a-b, c-d - statisticka vyznamnost P< 0,05, NM — podil spermii s nenarusenymi
membranami, ZIV — podil Zivych spermii, CE — Cerstvy ejakulat

5.2.2.3 Vliv plemene a objemu pii prvnim mrazeni na kvalitu inseminacnich davek

vyrobenych metodou DF

Z tabulky 27 je patrné, Ze interakce plemene a objemu vzorku pfi prvnim mrazeni
nem¢éla v prubéhu TDT testu zasadni vliv na kvalitu insemina¢nich davek vyrobenych metodou

DF.

Vibec nejvyssi AC i AP dosahlo Ceské strakaté plemeno v T60, a to 22,4 + 2,19 %,
respektive 18,3 £ 1,88 %, ve vzorcich vyrobenych z objemu 8 ml. Tyto vzorky si udrzely
v ramci plemene nejvyss$i AC i AP i na konci TDT testu (15,2 + 1,93 % a 11,8 = 1,72 %).

U holstynského plemene byla nejvyssi AC 1 AP zaznamenana rovnéz v T60, a to 17,7 +

1,90 %, respektive 14,4 £ 1,63 %, a to v objemu 4 ml.
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Jediné statisticky vyznamné (P<0,05) rozdily byly zaznamenany v podilu APO mezi
sledovanymi plemeny mrazenymi v objemu 8 ml a 12 ml v T60. V obou ptipadech byl
zaznamenan vyS$i podil APO u ceského strakatého plemene, a to 4,7 £ 0,46 % u vzorkd

z objemu 8 ml a 4,8 + 0,53 % u vzorkl vyrobenych z objemu 12 ml.

Podrobné vysledky jsou uvedeny v tabulce 27.

Tabulka 27 Parametry aktivity spermii v inseminacnich davkach vyrobenych metodou DF

v pribéhu TDT testu, interakce plemene a objemu pfi prvnim mrazeni

Plemeno Objem n ACvTO APvTO ARV TO APO v TO
pii L =172) | (%) (%) (%) (%)
mrazeni LSM+SE |LSM+SE |LSM+SE |LSM+SE

Holstynsky | 4 ml 31 17,6 1,23 | 13,6 £1,01 |8,7+0,69 4,5+0,42

skot 8 ml 32 146+1,23 |10,8+1,01 |7,0+0,69 3,6 £0,42

(n=92) 12 ml 29 14,1+1,24 |10,0+1,02 |6,4+0,70 3,4+0,42

Ceské 4 ml 28 149+131 |109+1,09 |6,7+0,74 4,1+0,45

strakaté 8 ml 28 16,8+ 1,31 | 12,6 £1,08 | 7,4+0,74 5,0+ 0,45

(n=80) 12 ml 24 13,8+1,32 | 10,0£1,09 |5,4+0,74 4,4 £0,45

Plemeno Objem |n ACvT60 | APvT60 ARvT60 | APOvT60
piil (=132) | (%) (%) (%) (%)
mrazeni LSM+SE |LSM+SE |LSM+SE |LSM%+SE

Holstynsky | 4 ml 25 17,7+£1,90 | 144+1,63 | 11,3+1,30 |2,9+0,40

skot 8 ml 23 148+202 |11,8+1,74 |9,5+142 2,5+0,43P

(n=171) 12 ml 23 13,2+2,02 | 10,7+1,74 |8,4+1,39 2,0+ 0,438

Ceské 4 ml 21 15,7+2,10 |129+1,80 |99+145 2,9+0,44

stakaté 8 ml 22 224+219 |183+188 [133+1,51 |4,7+0,46°

(n=59) 12 ml 16 21,6 £2,53 |17,5+2,17 |12,5+1,74 |48+0,53"

Plemeno Objem n ACvTI120 | APvTI120 | ARvT120 | APO
pri L. (=106) | (%) (%) (%) v T120
mrazeni (%)

LSM+SE |[LSM+SE |LSM+SE |LSM+SE

Holstynsky | 4 ml 20 17,0+1,82 | 14,1+1,62 |104+130 |3,1+042

skot (n=54) | 8 ml 16 12,6 +198 |10,5+1,75 | 81+1,41 2,3+0,45
12 ml 18 11,3+£2,03 |9,2+1,80 6,7 +1,45 2,0 £0,46

Ceské 4 ml 18 13,3+£2,08 |10,7+1,84 |7,5+1,48 |3,14+0,48

Strakaté 8 ml 22 152+1,93 | 11,8+1,72 |8,8+1,38 2,8 £0,44

(n=52) 12 ml 12 13,5+£2,40 |10,5+2,12 |72+1,71 3,2+0,55

Kde: A-B — statisticka vyznamnost P< 0,01, a-b statisticka vyznamnost P< 0,05, AC — podil
spermii s celkovym pohybem, AP — podil spermii s primocarym pohybem, AR — podil spermii
s rychlym pohybem, APO — podil spermii s pomalym pohybem, T0 -bezprostredné po
rozmrazeni, T60 — 60 minut po rozmrazeni, T120 — 120 minut po rozmrazeni
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Podil spermii s nenarusenou plasmatickou membranou (NM) byl ve vzorcich ze vSech
sledovanych objemt vyssi u ceského strakatého plemene, nicméné vysledky nebyly statisticky
prikazné. Zde byl zaznamendn obdobny trend jako u parametra aktivity, tedy nejvyssi hodnota
NM u holstynského plemene u vzorkii vyrobenych z objemu 4 ml (10,4 £ 1,06 %) a nejvyssi

hodnota u ¢eského strakatého plemene v objemu 8 ml (12,6 + 1,16 %).

Podil zivych spermii byl rovné€z nejvyssi ve vzorcich vyrobenych z objemu 8 ml u
ceského strakatého plemene (12,5 + 1,20 %). HolStynské plemeno dosahlo nejlepsich vysledki
opét vobjemu 4 ml (103 + 1,12 %). Vysledky byly statisticky nepritkazné, podrobné jsou
shrnuty v tabulce 28.

Tabulka 28: Podil spermii s nenaruSenou membranou a podil Zivych spermii v insemina¢nich

davkach vyrobenych metodou DF (n=195), interakce plemene a objemu pii prvnim mrazeni

Plemeno Objem n |NMvT0 ZIV v T0
pri L. (%) (%)
mrazeni LSM + SE LSM + SE
Holstynsky 4 ml 33 10,4 £ 1,06 10,3+1,12
skot 8 ml 33 8,7+1,06 89+1,12
12 ml 33 8,2+ 1,06 8,1+1,12
Ceské strakaté | 4 ml 29 11,6 £1,13 12,0+ 1,20
8 ml 29 12,6 +1,13 12,5+ 1,20
12 ml 29 10,4 +£1,13 9,5+ 1,20

Kde: A-B — statisticka vyznamnost P< 0,01, a-b statistickd vyznamnost P< 0,05, NM — podil
spermii s nenarusenymi membranami, ZIV — podil Zivych spermii, T0O- bezprostiedné po
rozmrazeni

5.2.2.4 Vliv hustoty a objemu p¥i prvnim mrazeni na kvalitu inseminacnich davek
vyrobenych metodou DF

Pii detekci parametri aktivity u davek vyrobenych metodou DF byly zaznamenany

Cv v

naméfenymi hodnotami zaznamendny statisticky vyznamné rozdily.

Na konci TDT testu, v T120, byly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily v
jednotlivych parametrech aktivity u vzorkd vyrobenych v objemu 4 ml z rtzné hustych
ejakulati po odbéru. Naméfené hodnoty AC byly statisticky prikazné vyssi ve vzorcich
vyrobenych z fidkych ejakulatt (20,6 + 2,45 %, P<0,01) a ze stfedn¢ hustych ejakulati (18,1 +
2,14 %; P<0,05) oproti vzorkiim vyrobenym z hustych ejakulati (8,3 = 2,21 %). Rovnéz podily
AP (17,8 = 2,15 %) a AR (12,6 = 1,76 %) z fidkych ejakulati dosahly statisticky prikazné
(P<0,01) vyssich hodnot oproti vzorkiim vyrobenych z hustych ejakulatt (AP: 6,3 + 1,94 %,
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AR: 4,7 + 1,58 %). Hodnoty APO se u téchto vzorku liSily na hlading statistické vyznamnosti
P<0,05, jejich vyssi hodnoty byly zaznamenany opét u vzorkll vyrobenych z fidkych ejakulatt
(4,2 £ 0,56 %). Z uvedenych vysledkt je patrné, Ze pro vyrobu inseminacnich davek metodou
DF z tidkych ejakulat je nejvyhodnéjsi zpracovani v objemu 4 ml. Podrobné vysledky jsou

uvedeny v tabulce 29.

Tabulka 29 Parametry aktivity spermii v insemina¢nich davkach vyrobenych metodou DF v

pribéhu TDT testu, interakce hustoty Cerstvého ejakulatu a objemu pii prvnim mrazeni.

Hustota Objem |n ACvTO APvTO ARV TO APO v TO
pri L. (=172) | (%) (%) (%) (%)
mrazeni LSM + SE LSM + SE LSM + SE LSM + SE

Nizka 4 ml 24 17,6 1,45 |13,8+1,21 |8,7+0,81 4,7+ 0,50

(0,4-0,70 8 ml 24 152+145 |11,5+1,19 |72+0,81 4,0 £0,50

mil. sp/mm?) | 12 ml 21 141+148 |102+122 |6,2+0,83 3,8+ 0,51

Stredni 4 ml 22 16,7+1,55 |12,7+128 |8,1+0,87 4,4+ 0,53

(0,71 -1,08 | 8 ml 22 163+1,55 |124+128 |7,6+0,87 4,6 £0,53

mil. sp/mm?) | 12 ml 19 14,1 +£1,55 99+1,28 |58+0,87 3,8+0,53

Vysoka 4 ml 14 142+1,72 99+1,42 |6,0+0,96 3,7+ 0,59

(1,09-1,77 | 8 ml 14 154+1,72 | 11,1+142 |6,8+0,96 4,1+0,59

mil. sp/mm?) | 12 ml 13 13,7+1,72 [9,72+142 |5,6+0,96 4,0+ 0,59

Hustota Objem |n AC v T60 AP v T60 AR v T60 APO v T60
pri L. (=132) | (%) (%) (%) (%)
mrazeni LSM + SE LSM + SE LSM + SE LSM + SE

Nizka 4 ml 17 19,1+£2,56 | 159+218 |12,6+1,70 |3,2+0,58

(0,4-0,70 8 ml 17 16,0+256 |125+2,18 |9,7+1,75 3,2+ 0,60

mil. sp/mm?) | 12 ml 13 17,0+2,71 13,8 +2,31 10,5+ 1,81 |3,1+0,61

Stiedni 4 ml 20 18,8+2,37 |15,6+2,01 12,0+ 1,58 |3,2+0,54

(0,71 -1,08 | 8 ml 18 23,8+2,63 20,0224 |156+1,75 |4,0+0,60

mil. sp/mm?) | 12 ml 16 18,5+2,80 |154+238 |11,4+1,87 |3,7+0,63

Vysoka 4 ml 12 12,4 +2,49 9,7+2,12 |7,3+1,66 2,2+0,56

(1,09-1,77 | 8 ml 11 153+263 |12,0+224 |85+1,75 3,4+0,60

mil. sp/mm?) | 12 ml 8 139+280 |10,8+238 |8 1+1,87 2,6 £0,63

Hustota Objem |n ACvT120 |APvT120 |ARvTI120 | APOvVTI120
pii L. (=106) | (%) (%) (%) (%)
mrazeni LSM + SE LSM + SE LSM + SE LSM + SE

Nizka 4 ml 13 20,6 £2,45% | 17,8 £2,154 | 12,6 + 1,76 | 42 + 0,56*

(0,4-0,70 8 ml 13 13,3+2,36 | 10,6 +2,07 8,1+1,69 |24+0,54

mil. sp/mm?) | 12 ml 10 14,7+2,79 | 12,0+2,45 8,6+2,00 |3,3+0,64

Stiedni 4 ml 16 18,1 +2,14* | 14,6 +1,88 |10,8+1,53 | 3,6+0,49

(0,71 -1,08 | 8 ml 17 16,0 +2,21 13,3+1,93 |10,2+1,58 |2,8+0,51

mil. sp/mm?) | 12 ml 14 12,6 2,36 | 10,2+2,07 761,69 |24+0,54

Vysoka 4 ml 9 832218 | 63+194% | 47+1,58% | 1,5+0,51°

(1,09-1,77 | 8 ml 8 12,3 +2.28 9,4+ 2,00 6,9+1,63 |25+0,53

mil. sp/mm?) | 12 ml 6 9,8 +2,55 7,2 +2724 52+1,8 1,9+ 0,59

Kde: A-B, C-D, E-F — statisticka vyznamnost P< 0,01, a-b, c-d statisticka vyznamnost P<
0,05, AC — podil spermii s celkovym pohybem, AP — podil spermii s primocarym pohybem, AR
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— podil spermii s rychlym pohybem, APO — podil spermii s pomalym pohybem, T0O — 0 minut po
rozmrazeni, T60 — 60 minut po rozmrazeni, T120— 120 minut po rozmrazeni

Rozdily v podilu spermii s nenaruSenymi membranami a podilu zivych spermii nebyly
u davek vyrobenych metodou DF ve sledované interakci hustoty cerstvého ejakulatu a objemu

pii prvnim mrazeni statisticky priikazné. Podrobné vysledky jsou uvedeny v tabulce 30.

Tabulka 30: Podil spermii s nenaruSenou membranou a podil Zivych spermii
v inseminacnich davkach vyrobenych metodou DF (n=195), interakce hustoty cerstvého

ejakulatu a objemu pfi prvnim mrazeni

Hustota Objem n NM v T0 ZIV v TO
pii L (%) (%)
mrazeni LSM =+ SE LSM =+ SE

Nizka 4 ml 25 103+1,27 | 10,0+ 1,34

(0,4-0,70 mil. | 8 ml 25 9,6+1,27| 9,9+1,34
sp/mm°) 12 ml 25 90+127| 88+134

Stitedni 4 ml 22 114+1,36] 11,9+1.43

(0,71-1,08 | 8ml 22 100+1,36] 9,9+143

mil. sp/mm’) | 12 ml 22 100£1,36| 94+143

Vysoka 4 ml 18 11,5+ 1,51 | 11,6+ 1,59

(1,00-1,77 | 8ml 18 124+1,51 | 123+1,59

mil. sp/mm?®) | 12 ml 18 861,51 79+1,59

Kde: A-B - statisticka vyznamnost P< 0,01, a-b statisticka vyznamnost P< 0,05, NM — podil
spermii s nenarusenymi membrdanami T0 -bezprostredné po rozmrazeni, ZIV — podil Zivych
spermii, T0- bezprostiedné po rozmrazeni

5.2.2.5 Vliv byka a objemu pii prvnim mrazeni na kvalitu inseminacnich davek vyrobenych

metodou DF

Bezprostiedné po rozmrazeni, v TO, bylo k hodnoceni pouzito n=172 vzorkl. Nejvice
vzorkll bylo vyfazeno od byki COLMAN a LATEX, od kterych bylo z celkového poctu 15
vzorkil hodnoceno pouze 10 kust. Naopak u byki KORN, MONTEKO, SUNSHINE a
SUNWAY bylo hodnoceno vSech 15 vyrobenych vzorkd.

Mezi hodnotami AC, AP a AR byly u n¢kolika byka nalezeny statisticky vyznamné
rozdily na hladinach vyznamnosti P<0,01 a P<0,05.

Nejvyssich hodnot AC bylo dosazeno u bykit MARTIN (25,0 + 3,19 %) a KORN (24,8

+ 2,85 %), a to u vzorkll vyrobenych z objemu 8 ml. Oba byci jsou plemene Ceské strakaté.
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Tyto hodnoty byly statisticky prikazn¢ vyssi nez u vzorkli vyrobenych ze shodného objemu od
bykti LATEX (6,0 + 2,85 %) a POLLEDSTAR (7,3 £ 3,19 %). Holstynsky byk SUREBOY
doséhl u vzorkli vyrobenych z objemu 4 ml statisticky prikazné (P<0,05) vyssich hodnot nez
byci COLMAN, LATEX, LEWIS, LYON, PIKANT, SUNSHINE a SUNNYWAY. Vzorky
SUREBOYE vyrobené zobjemu 4 ml zaroven dosahly statisticky prikazné (P<0,05) nez

vzorky té¢hoz byka vyrobené z objemu 12 ml.

Dalsi statisticky prikazné rozdily mezi byky byly detekovany u indikatoru AP. Zde
doséahl viibec nejvyssi hodnoty byk SUREBOY (26,3 + 2,35 %) a to u vzorkil vyrobenych
z objemu 4 ml. Tato hodnota se statisticky prukazné (P<0,01, P<0,05) od hodnot zjisténych ve
vzorcich vyrobenych ze shodného objemu od bykit COLMAN, KORN, LATEX, LEWIS,
LYON, PIKANT, SUNSHINE, SUNWAY a POLLEDSTAR. Dale byly zjistény statisticky
prukazné rozdily mezi vzorky vyrobenymi z objemu 8 ml u bykit MARTIN a LATEX (P<0,01)
a mezi byky KORN a LATEX (P<0,05). Obdobné¢ jako pii hodnoceni AC byl nalezen
statisticky prukazny (P<0,05) rozdil mezi vzorky vyrobenymi z objemu 4 ml a 12 ml u byka
SUREBOY.

Statisticky prikazné rozdily byly zjistény 1 u AR, kdy opét dominovali byci KORN a
MARTIN se vzorky vyrobenymi z objemu 8 ml a byk SUREBOY se vzorky vyrobenymi z

objemu 4 ml. Mezi hodnotami APO nebyly nalezeny statisticky prikazné rozdily. Podrobné
vysledky jsou shrnuty v tabulce 31.
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Tabulka 31: Parametry aktivity spermii spermii v inseminacnich davkach vyrobenych

metodou DF (n=172) v TO, interakce byka a objemu pfi prvnim mrazeni

Byk Objem |(n | ACVvTO0 (%) | APVTO0 (%) | ARvTO (%) | APOVTO
pri L. (%)
mrazeni LSM + SE LSM + SE LSM + SE LSM + SE

COLMAN 4 ml 3 11,7+3,19P 8,1+2,63P 4,9 +1,79° 3,1+1,14
8 ml 4 |10,0+3,19 6,9+ 2,63 42 +1,79 2.6+1,14
12 ml 3 10,8 £ 3,19 7,2+2.63 39+1,79 3,1+1,14

KORN 4 ml 5 16,7 £ 2,85 11,1 £2,35P 7,2 +1,60P 3,9+1,02
8 ml 5 24,8 +£2.854 18,4 £2,352 11,3+ 1,604 6,7+1,02
12 ml 5 19,4 +£2.85 14,5 +2.35 9,5+ 1,60 4,8 +1,02

LATEX 4 ml 4 10,1 +£2,85P 7,4 + 2,350 4,5+ 1,60 2,8+1,02
8 ml 4 6,0 + 2,858 41+235>8 2.3+ 1,608 1,8 +1,02
12 ml 2 5,7+2.85 3,6 +2,35 1,7+ 1,60 1,9+1,02

LEWIS 4 ml 4 12,8 +£2,85P 9,0 £2,35P 5,6 £1,60° 3,2+1,02
8 ml 5 16,0 +£2,85 11,0 £2,35 6,6 = 1,60 4,3+1,02
12 ml 5 11,1 +£2,85 7,4+235 4,3+ 1,60 3,1 +£1,02

LYON 4 ml 5 11,8 +£2,85P 8,9 +235P 6,4+ 1,60P 24 +1,02
8 ml 4 14,6 +£2.85 11,6 £2,35 7,0 £ 1,60 4,3+1,02
12 ml 5 15,8 £2,85 11,9 +2,35 5,9+ 1,60 5,9+1,02

MARTIN 4 ml 4 19,2 +3,19 14,7 + 2,63 8,2+ 1,79° 6,2+ 1,14
8 ml 4 25,0 + 3,194 20,0 £ 2,634 12,3+ 1,794 7,4+1,14
12 ml 3 16,2 +3,19 12,2 + 2,63 6,9+1,79 45+1,14

MONTEKO 4 ml 5 19,9 £ 2,85 14,6 2,35 8,6 = 1,60° 6,7+ 1,02
8 ml 5 16,0 + 2,85 12,2+ 2,35 5,9+ 1,60 6,1 +£1,02
12 ml 5 15,4+ 3,01 10,7 +2,48 42+ 1,60 6,3 +1,08

PIKANT 4 ml 5 14,1 +£2,85P 9,8 +£2,35P 5,8+ 1,60P 3,9+1,02
8 ml 5 16,2 +£2.85 11,6 £2,35 6,7+ 1,60 4,7+ 1,01
12 ml 4 16,3 +£3,01 11,0+£2.48 6,1 +1,69 4,7+ 1,08

POLLEDSTAR | 4 ml 4 16,4 £3,19 11,8 2,634 7,3+1,79° 44 +1,14
8 ml 4 7,3 +3,198 5,0+ 2,638 3,2+1,79 1,7+1,14
12 ml 3 16,2 +3,19 12,2 + 2,63 79+1,79 43+1,14

REBEL 4 ml 5 24,1 £2,85 18,8 2,35 12,6 = 1,60 5,3+1,02
8 ml 5 16,9 +£2.85 13,6 £2.35 9,0 £+ 1,60 3,8 +1,02
12 ml 4 9,8 +2.85 7,3+2735 5,0+ 1,60 2,2+1,02

SUNSHINE 4 ml 5 11,6 +2,85P 8,6 +2.35P 5,4+ 1,60P 3,2+1,02
8 ml 5 13,2 + 2,85 9,4 +2735 6,2 £ 1,60 3,1 +£1,02
12 ml 5 11,8 £2.85 8,0+2.735 4,9+ 1,60 3,0+1,02

SUNWAY 4 ml 5 12,7 +£2,85P 10,0 £2,35P 6,3 £ 1,60° 3,3+1,02
8 ml 5 17,1 £2,85 13,5+ 2,35 8,8+ 1,60 43 +1,02
12 ml 5 18,5+ 2,85 12,9+ 2,35 8,9+ 1,60 3,6 £1,02

SUREBOY 4 ml 5 31,2 +285%2 26,3 £2,35¢¢ 17,6 £ 1,60 8,0+ 1,02
8 ml 5 18,9 +£2.85 13,9 +£2.35 9,7+ 1,60 4,1+1,02
12 ml 4 15,2 +2,85° 11,3+2,35¢ 7,6 +1,60° 3,3+1,02

Kde: A-B, C-D - statisticka vyznamnost P< 0,01, a-b statisticka vyznamnost P< 0,05, AC —
podil spermii s celkovym pohybem, AP — podil spermii s primocarym pohybem, AR — podil
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spermii s rychlym pohybem, APO — podil spermii s pomalym pohybem, TO — 0 minut po
rozmrazeni,

Hodinu po rozmrazeni bylo hodnoceno n=132 vzorkl. Nejvice vzorkil bylo opét
vytazeno od bykit COLMAN (hodnoceno 6 vzorkll)) a LATEX (hodnoceno 5 vzorki), pficemz
u tohoto byka nebyl hodnocen Zzadny vzorek vyrobeny zobjemu 12 ml. U byka
POLLEDSTAR byly vytazeny 3 vzorky o objemu 8 ml a do tohoto hodnoceni tedy vstupoval
s pouze jednim vzorkem o tomto objemu. Nejvice vzorkii n=12 bylo hodnoceno od byka

SUNWAY.

I u vzorkii analyzovanych hodinu po rozmrazeni (T60) byly nalezeny statisticky
vyznamné rozdily mezi hodnotami zjisténych z inseminacnich ddvek nekterych bykl. Nejvyssi
AC 34,6 + 4,7 % dosahl byk REBEL ve vzorcich vyrobenych z objemu 4 ml. Tato hodnota
byla statisticky priikazné (P<0,05) vyssi neZ hodnota zji§ténd u byka LEWIS (7,0 + 4,20 %).
Velmi podobné byla hodnota AC u inseminacnich davek vyrobenych z objemu 12 ml u byka
KORN 34,5 + 5,42. Ta byla statisticky prukazné¢ (P<0,01) vyssi oproti hodnot€ zjisténé u byka
POLLEDSTAR vdaném objemu. U KORNA byla zjisténa i vys§i hodnota AC u
insemina¢nich davek vyrobenych z objemu 8 ml 29,7 + 4,20 %. Ta byla statisticky prikazné

vys§i oproti hodnoté zjisténé u POLLEDSTARA (P<0,01) a u COLMANA (P<0,05).

Nejvyssi hodnoty AP dosdhl byk REBEL v inseminacnich davkach vyrobenych
zobjemu 4 ml (29,5 + 4,11 %). Hodnota byla statisticky prikazné (P<0,05) vyssi oproti
hodnotam detekovanym u bykit COLMAN, LEWIS a POLLEDSTAR ve sledovaném objemu.

Obdobn¢ tomu bylo 1 u AR, kdy nejvyssi hodnota byla naméfena u byka REBEL a
statisticky prikazné¢ (P<0,05) se lisila od hodnot naméfenych u byki LEWIS a
POLLEDSTAR.

Mezi hodnotami AR nebyl, obdobné jako v TO, zjistén zadny statisticky vyznamny
rozdil. Podrobnosti udava tabulka 32.
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Tabulka 32: Parametry aktivity spermii spermii v inseminacnich davkach vyrobenych

metodou DF (n=132) v T60, interakce byka a objemu pfi prvnim mrazeni

Byk Objem (n | ACvT60 AP v T60 AR v T60 APO v T60
pri L. (%) (%) (%) (%)
mrazeni LSM + SE LSM + SE LSM + SE LSM + SE

COLMAN 4 ml 2 8,5+4,70 6,4+411° 4,8 +3,36 1,6 1,05
8 ml 2 5.4 +4,70° 3,3+4,11 2,4+336 0,9+1,05
12 ml 2 10,6 +4,70 9,0+4,11 7,0 £3,36 1,7+ 1,05

KORN 4 ml 3 12,4 +4,70 9,1+4,11 7,1 £3,36 1,7+ 1,05
8 ml 5 29,7 +420%* | 229+3,67 16,4 + 3,00 6,1 £0,94
12 ml 3 34,5 +5,42¢ 27,5+4,74 20,5 +£3,88 6,7+ 1,21

LATEX 4 ml 3 21,7+5,42 182 +4,74 13,6 + 3,88 4,2+ 1,21
8 ml 2 18,5+ 6,64 16,0 +£ 5,81 12,5+4,75 3,1+148
12 ml 0 -- -- -- --

LEWIS 4 ml 3 7,0 + 4,204 59+3,67° 4,7 +3,00° 1,2+0,94
8 ml 4 16,8 +4,20 14,0 £ 3,67 10,6 + 3,00 3,2+0,94
12 ml 3 12,3 +4.20 9,9+4,11 7,3 +3,36 2,5+ 1,05

LYON 4 ml 4 16,1 £4,70 13,2+ 3,67 10,3 + 3,00 2,9+0,94
8 ml 4 26,1 £4,20 224 +£411 16,9 + 3,36 5,4 +1,05
12 ml 4 19,0 £4,70 140+4,11 10,3 +3,36 3,6 £1,05

MARTIN 4 ml 4 17,7+4,70 15,4+4,11 11,8 +3,36 3,5+1,05
8 ml 4 25,7+4,70 21,1 £4,11 14,3 +£3,36 6,6 1,05
12 ml 3 244 +470 20,8 £4,74 14,3 + 3,88 6,4+1,21

MONTEKO 4 ml 4 21,5+5,42 17,7+ 3,67 13,2+ 3,00 4,3 +0,94
8 ml 3 15,3 +4,70 119+4,11 8,8 +3,36 3,0£1,05
12 ml 4 21,6 £4,70 18,8 +4,11 12,6 + 3,36 5,8+1,05

PIKANT 4 ml 4 21,9 +£4,70 17,2+4,11 12,5 +3,36 4,1 +1,05
8 ml 4 21,1 £4,70 17,6 £4,11 13,2 +3,36 42 +1,05
12 ml 4 16,6 + 4,70 14,0+ 4,11 10,5+ 3,36 3,2+1,05

POLLEDSTAR | 4 ml 3 10,0 £4,20 7.4+3,67° 5,4 +3,00° 2,0+0,94
8 ml 1 5,0+ 4,708 1,5+4,11 1,1 +3,88 0,4+1,21
12 ml 3 6,1 +4,20P 4.4 + 3,67 3,5+3,00 0,9+ 0,94

REBEL 4 ml 4 34,6 +4,70° 295+411?2 23,6 £3,36* 5,4 +1,05
8 ml 4 222+4.70 16,6 +4,11 13,0 £3,36 3,0£1,05
12 ml 4 14,1 £4,70 11,4+4,11 9,1 +3,36 1,9+ 1,05

SUNSHINE 4 ml 4 14,0 £ 4,70 11,2+4,11 8,8 +3,36 2,4+1,05
8 ml 4 12,5+4,70 10,1 £4,11 8,1 +3,36 1,9 £ 1,05
12 ml 3 10,9+ 5,42 92+4,74 7,2+ 3,88 1,8+ 1,21

SUNWAY 4 ml 4 13,0 +4,20 11,0+ 3,67 8,6 +£3,00 2,1 +0,94
8 ml 4 18,2 +4,70 15,0+4,11 11,0 +3,36 3,4+1,05
12 ml 5 17,6 +4,20 14,2 + 3,67 11,9+ 3,00 2,1 £0,94

SUREBOY 4 ml 4 22,3 +3,84 18,7 +3,35 15,3+2,74 2,9+0,86
8 ml 4 23,6 £4,70 18,7+4,11 15,4 +3,36 29 +1,05
12 ml 3 17,6 £5.42 13.4+4,74 10,5 +3,88 2,8+ 1,21

Kde: A-B, C-D — statisticka vyznamnost P< 0,01, a-b statisticka vyznamnost P< 0,05, AC —
podil spermii s celkovym pohybem, AP — podil spermii s primocarym pohybem, AR — podil
spermii s rychlym pohybem, APO — podil spermii s pomalym pohybem, T60 — 60 minut po
rozmrazeni.
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Po 120 minutdch TDT testu byly u byki COLMAN a POLLEDSTAR hodnoceny
pouze 3 vzorky, u byka LATEX pouze 4 vzorky. Naopak nejvice vzorki n=11 bylo hodnoceno
u byktt KORN, LYON.

Mezi hodnotami AC nebyly v T120 nalezeny statisticky vyznamné rozdily.

Nejvyssi AP dosahl byk REBEL (26,0 + 3,57 %) u vzorkli vyrobenych z objemu 4 ml, a
tato hodnota byla statisticky prukazn¢ (P<0,01) vyssi oproti hodnotdm zjisténym u byki
LEWIS a POLLEDSTAR. Stejn¢ tomu bylo 1 u parametru AR, zatimco mezi hodnotami APO

op¢t nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily. Podrobnosti udava tabulka 33.
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Tabulka 33: Parametry aktivity spermii spermii v inseminacnich davkach vyrobenych

metodou DF (n=106) v T120, interakce byka a objemu pfi prvnim mrazeni

Byk Objem |n | ACvVTI120 APvT120 | ARvTI120 | APO
pri L. (%) (%) (%) v T120
mrazeni (%)
LSM SE LSM £ SE LSM £ SE LSM =+ SE
COLMAN 4 ml 2 9,3 +£4,00 7,6 +3,57 6,1 £2091 1,4+1
8 ml 0
12 ml 1 7,8 +4,62 6,7+4,13 5,6 = 3,37 1,0+ 1,15
KORN 4 ml 3 8,4+ 4,62 6,4+4,13 43 +337 20+1,15
8 ml 5 16,1 +£3,57 10,8 £3,20 7,1+2,61 3,6 0,89
12 ml 3 14,0 £ 4,62 9,2+4,13 5,8 +£3,37 34+1,15
LATEX 4 ml 2 23,1 +£5,65 19,0 + 5,05 14,9 +4,12 3,6 141
8 ml 2 8.4+ 5,65 5,9+ 5,05 48412 1,1+141
12 ml 0
LEWIS 4 ml 3 5,0 £3,57 3,5+ 3,208 22+2618 1,2+0,89
8 ml 4 9,0 + 3,57 7,0+ 3,20 5,4+261 1,5+ 0,89
12 ml 2 10,8 + 4,62 8,8+4,13 6,7+337| 22+1,15
LYON 4 ml 3 10,8 + 4,62 8,7+ 4,13 6,3 +3,37 24+1,15
8 ml 4 25,4 +4,00 21,4 +3,57 16,2 +291 4,9+ 1,00
12 ml 4 13,2 +£4,00 9,6 + 3,57 6,9 +2.91 2,6 +1,00
MARTIN 4 ml 3 20,6 +4,62 16,3 +4,13 11,5+ 3,37 48+1,15
8 ml 4 16,5+ 4,00 13,5+ 3,57 10,5+291 2,7+1,00
12 ml 2 16,8 + 5,65 14,1 + 5,05 10,1 £4,12 3,7+ 141
MONTEKO 4 ml 4 18,9 £4,00 16,1 + 3,57 11,0+2,91 5,1 +1,00
8 ml 3 13,1 £4,62 10,1 £4,13 7,7+3,37 2,4+ 1,15
12 ml 2 14,1 £4,62 12,1 +£4,13 7,7+3,37 42+ 1,15
PIKANT 4 ml 3 157+400| 12,1+3,57 93+291 | 2,5+1,00
8 ml 3 15,4 £4,00 12,6 +£3,57 9,3+2.91 3,0+ 1,00
12 ml 3 16,5 +4,62 11,9 +4,13 8,5+337 32+1,15
POLLEDSTAR | 4ml 2 6,0 £4,00 4,9 +3,578 34+£2918 1,5+1,00
8 ml 0
12 ml 1 3,7+4,62 2,8+4,13 2,0+ 3,37 0,8+ 1,15
REBEL 4 ml 4 28,7 £4,00 26,0 £3,574 20,9 +2,914 4,7+1,00
8 ml 3 25,8 +4,62 22,5+4,13 17,5 +3,37 43+1,15
12 ml 3 14,0 £ 4,62 12,2 +4,13 9,7+ 3,37 2,2+1,15
SUNSHINE 4 ml 3 19,7 + 4,62 16,3 +4,13 7,5+ 3,37 5,0+ 1,15
8 ml 3 14,4 + 4,00 12,2+ 4,13 9,7+2091 2,6 1,00
12 ml 3 12,7 £ 4,62 10,3 +4,13 7,7+3,37 2,5+ 1,15
SUNWAY 4 ml 2 14,8 £5,65 12,5 +5,05 8,7+4,12 34+141
8 ml 4 8,9 +4,00 6,7+ 3,57 49+2091 1,7+ 1,00
12 ml 4 12,5400 | 10,2+3,57 78+291 | 22+1,00
SUREBOY 4 ml 4 23,1 +3,57 18,2 £ 3,20 14,4 +2,61 3,7+0,89
8 ml 3 154 +£4,62 12,7 +4,13 10,0 + 3,37 2,6+1,15
12 ml 2 11,9 £5,65 10,4 £5,05 7,7+4,12 2,5+1,41

Kde: A-B— statisticka vyznamnost P< 0,01, a-b statisticka vyznamnost P< 0,05, AC — podil
spermii s celkovym pohybem, AP — podil spermii s primocarym pohybem, AR — podil spermii
s rychlym pohybem, APO — podil spermii s pomalym pohybem, TI120 — 120 minut po
rozmrazeni,

-73 -



Pti interakci byka a objemu pii prvnim mrazeni nebyly zjistény statisticky vyznamné
rozdily v hodnotach podilu spermii s nenaruSenymi mebranami a podilu Zivych spermii.

Podrobné vysledky jsou uvedeny v ptiloze ¢.3.

Na ISB Hradistko (Natural) je standardem pro komer¢ni vyuziti inseminacnich davek
AP v TO — 40 % anebo AP v T120 — 30 %. Ani jeden ze sledovanych bykl nedoséhl svymi
praméry u davek vyrobenych metodou DF téchto hodnot. Nicméné u nékolika bykl byly
béhem jednotlivych méfeni zaznamenany hodnoty piesahujici, nebo blizici se témto normam.

Podrobnosti jsou uvedeny v tabulce 34.

Tabulka 34 Piehled byk, u nichz hodnota AP na zacatku nebo na konci TDT testu piekonala

nebo se blizila normédm ISB Hradistko

Objem pri

Byk I. mrazeni |AP v TO0 (%) |AP v T60 (%) |AP v T120 (%)

Norma 40 % Norma 30 %
SUREBOY [4 ml 44,6 24,6 20,5
SUREBOY (4 ml 38,6 26,8 18,9
KORN 8 ml 37,7 31,1 8,1
REBEL 4 ml 39 38,9 41,6
REBEL 8 ml 22,6 25,7 30,1
REBEL 4 ml 25,0 38,5 26,5
LYON 8 ml 23,6 20,6 38,7
LATEX 4 ml 27,0 30,4 30,8

AP — podil spermii s primocarym pohybem, T0 — bezprostiedné minut po rozmrazeni, T60 — 60
minut po rozmrazeni, T120— 120 minut po rozmrazeni,

Neni bez zajimavosti, ze mezi témito byky figuruje i byk LATEX, u néhoz byly
v pribé¢hu TDT testu vyrazeny veskeré vzorky o objemu 12 ml. To, spolené se statisticky
vyznamnymi rozdily AP, AC a AR ve vzorcich vyrobenych zobjemti 4 a 12 od byka
SUREBOY v TO poukazuje na fakt, Ze individualita byka ma zasadni vliv na zvoleni vhodného

objemu pro prvni mrazeni a ndslednou kvalitu insemina¢nich davek vyrobenych metodou DF.

Na zakladé vysledkit bykt COLMAN a POLLEDSTAR na konci TDT testu mizeme

usuzovat, ze n¢ktefi byci jsou nevhodni pro produkci inseminacnich ddvek metodou DF.

Do pokusu byli rovnéz zatazeni dva plni bratfi stejného veku, byci holStynského
plemene, SUNWAY a SUNSHINE (oba embryotransfer), a to kvili moznosti detekovat
rozdily v mrazitelnosti spermatu u plnych sourozenct. Mezi témito byky vSak nebyl nalezen

zadny statisticky vyznamny rozdil v mrazitelnosti spermatu.
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6 DISKUZE

Dle vysledkii obou ¢asti predkladané prace miizeme potvrdit moznost mrazeni spermatu
bykt ve velkych objemech. V druhé ¢asti prace byla navic potvrzena moznost dvojiho mrazeni
spermatu bykl. U n¢kolika z nich bylo dosazeno kvality inseminacnich davek vyrobenych

metodou DF odpovidajici standardim pozadovanym na komercni bazi.

6.1 METODICKY OKRUH 1 - ROZMRAZOVANI VELKYCH
OBJEMU

V piedkladané préci byl prokazan vliv plemene, zjisténé hodnoty ptfimocarého pohybu
v Cerstvém ejakuldtu a metody rozmrazeni na podil spermii s pfimocarym pohybem a podil
spermii s nenarusenou membranou u spermatu mrazené¢ho ve velkych objemech (4 ml, 8 ml a

12 ml) a na dynamiku jejich zmén v pribéhu kryokonzervace.

Kvalita spermatu je ovlivnéna mnoha faktory, napf. vnitfnimi, jako je plemeno,
individualita a v€k byka. Znam je vliv plemene na na kvalitu insemina¢nych davek mrazenych
v pejetaich o objemu 0,25 ml (Beran et al. 2011). Dale byly popsany rtizné pozadavky na
zpracovani spermatu bykl riznych plemen (Holt et al. 2015). Nicméné dle naseho nejlepsiho

védomi doposud nebyl popsan vliv plemene na mrazitelnost spermatu ve velkych objemech.

V na$i praci jsme nalezli signifikatni vliv (P<0,05;, P<0,01) plemene na né¢kolik
indikatori mrazitelnosti spermatu bykt ve sledovanych objemech. Porovnanim vysledki byki
holstynského a Ceského strakatého plemene bylo zjiSténo, Ze spermie holStynskych byki se
zdaji byt odolné&jsi k negativnim vlivim vznikajicim v prabéhu kryokonzervace ve velkych
objemech. To je vyjadieno ptedevSim schopnosti udrzet si vysSi parametry aktivity po
rozmrazeni vzorku (u vzorkii mrazenych ve 4 ml a v 8 ml), niz§im rozdilem v podilu spermii s
piimocarym pohybem mezi Cerstvymi a rozmrazenymi vzorky (u vzorki mrazenych v 8 ml) a
poklesem podilu spermii s nenaru§enou membranou u objemt ve vSech sledovanych objemech.
Tyto vysledky nejsou v souladu se zavéry Berana et al. (2011), ktefi pozorovali vyssi
piezitelnost u spermii byku ¢eského strakatého plemene v porovnani s holstynskym plemenem.
Nicméné to bylo rovnéz ovlivnéno rozdilnym vékem byku, kdy u mladych holstynskych byka
byla ptezitelnost vyssi v porovnéni se starSimi byky. U byka plemene Ceské strakaté byl vliv
veéku opacny. V naSem pokusu byli sledovani pouze mladi byci obou plemen, tudiz zjisténé
vysledky mohly byt rovnéz ovlivnény vékem bykl. Beran et al. (2011) ptfedpokladaji, ze

rozdily v mrazitelnosti mohou byt take podminény rozdilnou trovni metabolismu. Z naSich
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vysledki byl jedinym indikatorem vyss$i odolnosti spermii byka ¢eského strakatého plemene
rozdil v podilu spermii s pfimocarou aktivitou mezi ¢asy TO a T30 u vzorki mrazenych v 12
ml objemu. To vSak miZze byt dano i celkové velmi nizkymi hodnotami AP v TO a T30 v
porovnani s ostatnimi objemy, které indikuji vySSi stres kladeny na spermie bykl pfi
kryokonzervaci v objemu 12 ml. Tento ptfedpoklad mél byt potvrzen v druhé casti pokusu.
Dal$im moznym vysvétlenim rozdilné mrazitelnosti jsou genetické faktory ovlivitujici
vnimavost spermii k negativnim vliviim mrazeni u riznych druhi, plemen a jedinct (Thurston

et al., 2002).

Dale bylo zjisténo, ze podil spermii s pfimocarym pohybem v Cerstvém ejakulatu nemél
statisticky prikazny vliv na AP vzorkd mrazenych ve 4 ml objemech. Nicméné v téchto
vzorcich byl potvrzen jeji vliv na pokles aktivity v pribéhu kryokonzervace na statistické
hladin¢ vyznamnosti (P<0,05). Piimocara aktivita potom byla nepriikazné vyssi u vzorki s
vyssi aktivitou v Cerstvém ejakulatu. Brinsko et al. (2000) zvetejnili korelace mezi aktivitou v
cerstvém ejakulatu a aktivitou v rozmrazenych inseminacnich davkach. Tento trend vSak nebyl
v Casti studie zaméfené na mrazeni ve 4 ml objemu potvrzen. Na druhou stranu, statisticky
prukazny vliv (P<0,05; P<0,01) podilu spermii s pfimocarou aktivitou v Cerstvém ejakulatu na
podil spermii s ptimocarou aktivitou v TO a T30 minut po rozmrazeni byl potvrzen u vzorka

mrazenych v 8 ml a 12 ml objemu.

Padrik et al. (2012) zjistili u mrazenych inseminacnich davek vysokou korelaci mezi
podilem spermii s nenaruSenymi membrdanami zjiStétnym pomoci HOS testu a aktivitou
spermatu. Ke stejnému zavéru dosli i Ramu a Jeyendran (2013). V nasi praci jsme sledovali
vliv aktivity v Cerstvém ejakulatu na podil spermii s intaktnimi membranami po rozmrazeni a
na dynamiku jejich zmén v pribéhu kryokonzervace, pficemz nebyl zaznamenan statisticky
prukazny rozdil mezi sledovanymi skupinami aktivit. To mize byt dano vysokym stresem
pusobicim na membrany spermii v pritbé¢hu mrazeni ve velkych objemech. Ani u jednoho ze
sledovanych objemii nebyly pozorovany primérné hodnoty pro piimocarou aktivitu po
rozmrazeni blizici se hranici 40 %, které je dnes béznym minimalnim standardem vétSiny

insemiancnich stanic v Evropé€ pro uvolnéni konvencnich inseminacnich davek do ob&hu.

Metoda rozmrazeni vzorku statisticky prikazné (P<0,05) ovlivnila parametry aktivity u
vzorkli mrazenych v 4 ml a 8 ml objemech, ve kterych byly zjistény nejpifiznivéjsi hodnoty u
vzorkll rozmrazenych pomoci MI1. U objemu 12 ml byly tyto vysledky neprikazné.
Rozmrazeni vzorkli pomoci M2 a M3 v sob¢ zahrnovalo vyuziti vyssi teploty vodni 1azné

(40°C) a byly rychlejsi ve srovnani s M1, ve které byla pouzivana teplota vodni lazné t=37°C.
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Rychlej$i metody rozmrazeni pejet o objemu 0,25 a 0,5 ml byly detekovany jako efektivné;si
ve vztahu k prezitelnosti spermii ve studiich Bartha et al. (1988) a Rastegarnii et al. (2013). V
téchto pokusech vsak byly inseminacni davky vystaveny vysSim teplotdm pouze po dobu
nekolika sekund. U spermatu mrazené¢ho ve velkych objemech byl zjistén opacny trend. To by
mohlo byt vysvétleno denaturaci enzymu, ke které dochazi pii vysSich teplotach. Podle
Lepcocka et al. (1993) dochazi k denaturaci enzymii u vSech organel pii teplotach blizicich se
40 °C. Organely rovnéz obsahuji termolabilni proteiny, k jejichz denaturaci dochdzi pfi
urcitych teplotdich. Tyto proteiny jsou pravdépodobné pifitomny ve vSech bunkéch, véetné
spermii savcl a svou roli pravdépodobné hraji i v bioenergetickém systému buiiky (Koshaka et
faktort pfi posouzeni zdrojl energie spermii. Vystaveni spermii teplotdm blizicim se 40 °C v
pii procesu rozmrazeni proto mohlo ovlivnit energeticky systém bunck a vyustit v nizsi podil

spermii s pfimoc¢arym pohybem a v horsi dynamiku techto zmén.

Ve vztahu k podilu spermii s nenaruSenymi membranami a dynamice jejich zmén nebyl
zjistén prikazny vliv metody rozmrazeni ani u jednoho ze sledovanych objemli. Membrany
spermii byvaji poSkozeny rekrystalizaci ledu pfi velmi rychlém rozmrazovani (Salamon a
Maxwell, 2000) nebo piijmem vody spermiemi pfi velmi pomalém rozmrazovani (Mazur et al.,
1970). V nasi praci nebyly vyuzity metody rozmrazeni zalozené na extrémnich teplotach, coz
mohlo ovlivnit neprikaznost vysledkl tykajicich se celistvosti membran. Porovnany byly
metody rozmrazeni v soucCasnosti vyuzivané ve studiich zaméfenych na problematiku

mrazitelnosti spermatu ve velkych objemech a v praxi inseminacni stanice HradisStko (Natural).

Padrik et al (2012) u rozmrazenych insemina¢nich davek mladych byki detekovali
pomoci HOS testu primérné 36,4 % spermii s nenaruSenymi membranami. Correa et al. (1997)
ziskali obdobny vysledek u spermatu bykl s nizsi plodnosti (31,7 %). V naSem pokusu byly
hodnota 14,8 %, nejvyssi hodnota 24,5 %). To bude pravdépodobné disledkem negativnich
fyzikdlnich vlivli nastavajicich v pribéhu kryokonzervace vzorkl ve velkych objemech. K
rozdilim by mohlo dojit rovnéz rozdilnou trovni proskoleni technikii posuzujicich reakci
spermii na HOS test, ktera muze byt u fady spermii nevyrazna a to obdobné jako pii
subjektivnim hodnoceni aktivity spermii (Auger et al., 2000; Toft et al., 2005; Walczak-
Jedrzejowska et al., 2013).

Prestoze absolutni primémé hodnoty ve vztahu k podilu spermii s pifimocarym

pohybem byly niz$i ve srovnani se standardy bézné vyuzivanymi na inseminacnich stanicich,
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muzeme potvrdit pieziti spermii bykl vyjadiené pomoci ptimocarého pohybu a udrzeni
celistvosti spermatickych membréan po rozmrazeni vzorki mrazenych ve velkych objemech. To

bylo jiz dfive zjisténo Aravem (2002) a Saragustym (2009).

Vliv objemu spermatu pii mrazeni na oplozovaci schopnost spermatu byl popsan
napiiklad Horvathem et al. (2007) a Saragustym et al. (2009). Tyto vyzkumy se vSak zamétuji
vyhradné¢ na ryby. Prace zaméfené na porovnani vlivu objemu mrazené¢ho spermatu na
parametry kvality a oplozovaci schopnost spermatu savcl zatim dle naSeho védomi
publikovany nebyly. V této Casti prace nebyla uvedena problematika feSena z divodu
vysokych naroki na mnozstvi odebran¢ho ejakulatu a z toho plynouci nemoznosti vyrobit
dostatecné mnozstvi vzorkid o pozadovanych objemech. Je na ni proto zaméfena metodicka
¢ast 2 nasi prace.

Ze ziskanych vysledkl plyne, Ze sperma holstynskych byka se zda byt vhodnéjsi pro
kryokonzervaci ve velkych objemech ve srovnani se spermatem byku Ceského strakatého
plemene. Pro zmrazeni ve velkém objemu by dale mély byt vyuzity Cerstvé ejakulaty s co
nejvyssim podilem spermii s ptimocarym pohybem. Jako nejvyhodnéjsi postup pro rozmrazeni

byla detekovana M1, kterd byla pouzita v navazujici ¢asti pokusu.

6.2 METODICKY OKRUH 2

6.2.1 Hodnoceni mrazitelnosti spermatu byki ve velkych objemech

V druhé casti prace byly zjistény slabé¢, avsak statisticky prikazné, negativni korelace
hustoty Cerstvého ejakulatu ku podilu spermii s ptimocarou aktivitou a k podilu spermii s
rychlym pohybem bezprostiedné po rozmrazeni. Nebyly vSak zjiStény priikazné korelace mezi
parametry aktivity sledovanymi v Cerstvém ejakulatu a parametry aktivity po rozmrazeni. Ty
ve svém review uvadgji Simonik et al. (2015). Byly vSak potvrzeny statisticky prikazné
korelace mezi celkovou aktivitou spermii v Cerstvém ejakulatu a podily spermii s nenarusenou
membranou (r=0,41) a mezi pfimocarou aktivitou spermii v cerstvém ejakuladtu a podily
spermii s nenarusenou membranou (r=0,41). Padrik et al. (2012) ve své praci udava prukazné
korelace mezi témito parametry v mrazeném spermatu na urovni r=0,66, respektive 1=0,55.
Nizs8i hodnoty korela¢nich koeficientll zjisténé v nasi praci mohou byt zplsobeny procesem

mrazeni.
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Déale byl potvrzen vliv velikosti vzorku pfi prvnim mrazeni na parametry aktivity
spermii, o ¢emz jiz dfive informovali Horvéath et al. (2007) a Saragusty (2007). Tyto dvé prace
se vSak ve svych zévérech lisi. Dle Horvatha et al. (2007), ktefi porovnavali mrazitelnost
spermatu kapra v objemech 1,2 ml a 5 ml, je pro mrazeni vyhodnéj$i mensi objem. Naopak
Saragusty et al. (2007), kteii porovnavali mrazitelnost spermatu hiebcti v objemech 0,5 ml a 12
ml, zjistili vy$si hodnoty aktivity u vzorkiti mrazenych ve velkém objemu. Horvath et al. (2007)

navic potvrdili i vliv na oplozovaci schopnost ejakulati in-vivo.

V ptedkladané praci bylo nejlepsich vysledka v prabehu celého TDT testu dosazeno u
vzorkli mrazenych v objemu 8 ml, coz je objem, ktery ve své praci pouzili Saragusty et al.
(2009). Rovnéz u vzorkli mrazenych v objemu 4 ml bylo dosazeno vysSich parametrt aktivity
oproti vzorkim mrazenym v objemu 12 ml. Rozdilnost nasich vysledkl oproti vySe uvedenym
pracim bude pravdépodobné zpilisobena rozdilnosti druhti sledovanych hospodaiskych zvirat
(Thurston et al., 2002.). Konkrétn€j$i vysvétleni bychom mohli hledat v rozdilnych pomérech
fosfolipidii ku cholesterolu v cytoplasmatické membran€é u riznych druhi hospodaiskych
zvitat (Parks et Lynch, 1992). Svou roli mohl sehrat i tvar obalu (Diller, 1992), nebot’ autofi

obou porovnavanych studii pracovali s cylindrickymi tvary, zatimco my s obdélnikovymi.

V druhé casti pokusu byla k rozmrazeni vzorki pouzita metoda 1. Porovname-li
vysledky prvni a druhé ¢asti pokusu, mizeme si v druhé ¢éasti povSimnout u jednotlivych
objemi dvojnasobné hodnoty pro podily spermii s pfimoc¢arym pohybem v TO a v T30 ve
srovnani s prvni ¢asti. Tyto vysledky nebylo mozno statisticky porovnat, nebot” §lo o rozdilné
biologické jednotky. Nicméné rozdil je natolik zietelny, ze si mizeme polozit otazku, zda by

mohlo jit o pozitivni vliv LDL ptfidaného do fedidla pti vyrobé vzorkt pro druhou ¢ast pokusu.

Potvrzen byl rovnéz vliv plemene na nckteré parametry aktivity spermatu byku
v jednotlivych objemech bezprostiedné po rozmrazeni a 30 minut po rozmrazeni, kdy, stejné
jako vprvni casti pokusu, dosahlo sperma bykl holStynského plemene ve sledovanych
objemech statisticky prikazné vysSich hodnot podilu spermii s rychlym pohybem. V ptipadé
podilu spermii spomalym pohybem byl zaznamendn opacny trend, vy$s$i podily byly
zaznamenany u eského strakatého plemene. Simonik et al (2015) ve svém review uvadéji, Ze,
podil spermii s rychlym pohybem muze byt povazovan za vyznamny indikator plodnosti a

naopak, podil spermii s pomalym pohybem byl zaznamenan u byka s nizsi plodnosti.

Zjisténa vyssi resistence spermii holStynskych bykl k negativnim vliviim mrazeni je v
souladu se zavéry prvniho metodického okruhu. V ném ovSem vyvstala otazka, zda je ceské

strakaté plemeno odolnéjsi k negativnim vlivim mrazeni v objemu v 12 ml, nebot’ pouze v
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tomto objemu byl mezi plemeny zjiStén statisticky prikazné nizsi statistisky rozdil mezi AP v
TO a v T30 ve prospéch ¢eského strakatého plemene. Nicméné pii hodnoceni vysledkt aktivity
dle plemen v druhé ¢asti pokusu byly u vzorkd mrazenych v objemu 12 ml detekovany pouze
minimalni rozdily a to ve prospéch holstynského plemene. Miizeme tak potvrdit predpoklad, ze
niz§i pokles AP mezi TO a T30 u Ceského strakatého plemene byl v prvni ¢asti pokusu

podminén celkové niz§imi hodnotami aktivit.

V ramci sledovanych plemen byly zjistény statisticky prikazné rozdily mezi AP v T30,
AR v T30 a APO v T30 u bykut ¢eského strakatého plemene mrazenych v objemech 8 ml a 12
ml, kdy lepsich vysledk bylo dosazeno u vzorki mrazenych v 8 ml. U byki holstynského
plemene nebyly zjisStény statisticky pritkkazné rozdily mezi parametry kinetiky ve sledovanych

objemech.

V tomto metodickém okruhu byl rovnéz sledovan vliv hustoty cCerstvého ejakulatu na
mrazitelnost v jednotlivych objemech. Cilem bylo urcit nejvhodnéjsi objem pro mrazeni dle
hustoty Cerstvého ejakuladtu. Haugan et al. (2017) zjistili, Ze rozdilné koncentrace spermii
v Cerstvém ejakulatu, které dosahuji fyziologickych hodnot, nemély vliv na zabiezavani
plemenic. To bylo naznaceno 1 ve vztahu k mrazitelnosti spermatu byki ve velkych objemech,
kdy mezi rizné¢ hustymi ejakulaty nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily v ramci

sledované¢ho objemu ani v ramci sledované hustoty.

Z hlediska vlivu individuality byka na mrazitelnost spermatu ve velkych objemech,
byly stanoveny statisticky vyznamné rozdily mezi byky pouze u podilu spermii s pomalym
pohybem a to pouze u skupin vzorkii mrazenych bud” v objemu 4 ml nebo 8 ml. Vliv
individuality byka na mrazitelnost jeho spermatu je vSeobecné znadm a byl popsdn v mnoha
studiich, a to dokonce i ve vztahu k mrazitelnosti v objemu 8 ml (Saragusty et al., 2009). Cilem
této Casti pokusu vSak bylo urcit, zda existuje individualni citlivost k negativnim vliviim
mrazeni v rizn¢ velkych objemech. Tento piedpoklad nebyl potvrzen, nebot’ u jednotlivych

byki nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi sledovanymi skupinami objemu.

U Zé4dného ze sledovanych vlivi nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily
v podilech spermii s nenarusenymi membranami.
6.2.2 Hodnoceni kvality inseminacnich davek vyrobenych metodou DF

Druhé ¢ast druhého metodického okruhu se zabyvala moznosti vyroby inseminacnich
davek metodou dvojiho mrazeni. Na zékladé ziskanych vysledkti mizeme potvrdit, Ze nékteré

spermie jsou schopny si udrzet schopnost aktivniho pohybu a celistvost plasmatické membrany
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1 po dvojim cyklu mrazeni. To bylo jiz dfive potvrzeno v nékolika studiich (Maxwell et al.,
2007; Saragusty et al., 2009; Underwood et al., 2009). Dalsi prace zabyvajici se DF potvrdily
schopnost opolodnéni oocytl in vitro (Bandularante et Bongso, 2002; Hollinshead et al., 2004;
Choi et al., 2006; Underwood et al., 2009) a v podminkach in vivo (Si et al., 2006; de Graaf et
al., 2007; Saragusty et al., 2009; Underwood et al., 2010).

Kryokonzervace spermatu predstavuje proces, pfi kterém jsou na spermie vystaveny
osmotickému, mechanickému a oxidativnimu stresu (Pena et al., 2015). V ptfipadé DF musi
spermie tento proces podstoupit dvakrat, ¢imz dochdzi u mnoha z nich ke zvySenym ztratdm
jejich biologickych funkci a odumrti (Saragusty, 2009). Nebylo proto piekvapenim, ze
inseminacni davky vyrobené v nasem pokusu metodou DF dosahly vyrazné nizSich aktivit
v priabéhu celého TDT testu (AC 16,5 — 20 %, AP 12,9 — 16,3 %). Jednou z moznosti, jak
zvysit podil aktivnich spermii je oddéleni Zivych, aktivnich a morfologicky nenaruSenych
spermii pomoci PureSperm®© filtrace (Januskauskas, 2005; Maxwell et al. 2007; Thys et al,
2009).

Posouzeni podilu normélnich spermii s pfimocarym pohybem (AP) je nejcastéji
pouzivanou metodou hodnoceni kvality ejakulatu (Foote, 2002). Baltisen (2007) zjistil korelaci
mezi AP zjisténou pomoci CASA a zabiezdvanim krav hodnocenym pomoci testu
nepiebéhlych plemenic na stfedni urovni (r=0,40). AP je tedy ze sledovanych parametrii

aktivity asi tim nejvyznamnéj$im ukazatelem.

Dle naseho védomi nebyla doposud publikovana zadna prace zabyvajici se vztahem
inseminacnich davek vyrobenych metodou DF k vlastnostem cCerstvého ejakulétu, respektive
k funkénim vlastnostem spermii po prvnim mrazeni ani vlivem objemu ejakulatu pfi prvnim

mrazeni na kvalitu téchto davek.

Pro vyrobu inseminacnich davek za tcelem jejich komeréniho vyuziti jsou stanoveny
minimalni standardy kvality Cerstvého ejakulétu tak, aby bylo dosazeno minimalni pozadované
kvality insemina¢nich davek. Mzeme piedpokladat, ze kvalita Cerstvého ejakulatu ovlivni i
kvalitu inseminacnich davek vyrobenych metodou DF. Tento ptedpoklad potvrdily vysledky
korelacni analyzy ke sledovanym vlastnostem cerstvého ejakulatu (aktivita celkova, aktivita
piima, hustota a objem) vyplynulo, ze bezprosttedn¢ po rozmrazeni a hodinu po rozmrazeni,
byla pouze hustota Cerstvého ejakulatu ve slabé az stfedné slabé negativni statisticky pritkazné
korelaci ke sledovanym parametrim aktivity. Na konci TDT testu, tedy dvé hodiny po
rozmrazeni vzorku doséhly tyto korelace stiedné slabé az stfedni Grovné. V této dob¢ byly déle

zjistény statisticky priikazné, rovnéz stiedné slabé az stiedni negativni korelace sledovanych
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paramterit aktivity k vlastnostem cerstvého ejakulatu. Dale byly nalezeny stiedné slabé
pozitivni korelace mezi celkovou aktivitou v Cerstvém ejakulatu a podilem spermii
s nenarusenou membranou (r=0,25) a podilem zivych spermii (r=0,20). Zjistény byly i stiedné
slabé pozitivni korelace mezi pfimocarou aktivitou v Cerstvém ejakulatu a podilem spermii
s nenaruSenou membranou (r=0,25) a podilem zivych spermii (r=0,19). Z téchto vysledki
muizeme usuzovat, ze pro vyrobu inseminac¢nich davek metodou DF budou ke zpracovani
vyhodnéjsi ejakuldty o niz8i hustot¢ se spiSe prumérnymi hodnotami celkové a ptimocaré

aktivity.

Korelacni koeficienty byly stanoveny rovnéz pro vztah parametra aktivity mezi vzorky
mrazenymi ve velkém objemu a DF davkami a i pro podil spermii s nenaruSenymi
membranami a podil Zivych spermii. Zde byla statisticky nepriikazna pouze korelace podilu
spermii s pomalym pohybem 120 minut po rozmrazeni DF davky k podilu spermii s rychlym
pohybem u vzorkii mrazenych ve velkém objemu. Ostatni hodnoty dosahly statisticky
prikaznych slabych az stiednich hodnot. Nejsilnéjsi korelace byly stanoveny mezi celkovou
aktivitou 120 minut po rozmrazeni DF davek a celkovou (r=50), respektive pfimocarou
(r=0,52) aktivitou velkoobjemového vzorku. Obdobné i1 piimocara aktivita 120 minut po
rozmrazeni DF davek byla v korelaci k celkové (r=0,48) a piimocaré (r=0,50) aktivité
velkoobjemového vzorku. Na zdkladé téchto vysledki miizeme konstatovat, Ze parametry
aktivity zjiSténé po rozmrazeni velkoobjemového vzorku budou mit vyrazny vliv na kvalitu

inseminacnich davek vyrobenych metodou DF.

MozZnost vyroby inseminacnich davek bykii metodou DF v kombinaci s prvnim
mrazenim spermatu ve velkoobjemovych tubach zkoumali Saragusty et al. (2009) a Arav et al.
(2003). Zatimco prvné jmenovany tym pouzil pfi prvnim mrazeni objem 8 ml a zjistil u
insemina¢nich davek vyrobenych metodou DF aktivitu po rozmrazeni 33,2 + 2,22 %. Druhy
tym pracoval s objemem 12 ml a dosahl u vyrobenych davek aktivity 50 £ 5 %. Horvath et al.
(2007) pritom uvadéji lepsi vysledky pti mrazeni v menSim objemu. Statistické vyhodnoceni
parametrl aktivity u insemina¢nich davek vyrobenych metodou DF z objemt 4 ml, 8 ml a 12
ml ukézalo, Ze bezprostiedné po rozmrazeni bylo statisticky prukazné vyssi AC, AP a AR u DF
davek vyrobenych z objemu 8 ml oproti davkam vyrobenym z 12 ml. V tomto ¢ase se rovnéz
statisticky prukazné liSila i AP mezi DF davkami vyrobenymi z 4 ml a 12 ml vzorka. V dalSich
casovych usecich TDT testu nebyly mezi DF davkami nalezeny statisticky prikazné rozdily.
Byly rovnéz nalezeny statisticky prikkazné rozdily mezi podilem spermii s nenaruSenymi

membranami a podilem Zivych spermii mezi DF davkami vyrobenymi z objemu 8 ml a 12 ml,
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opét ve prospéch mensiho objemu. Vzhledem k vySe uvedenému, i k zavérim zjiSt€nym
v prvni ¢asti tohoto metodického okruhu, mizeme povazovat objem 8 ml jako nejvyhodné;jsi

pro prvni cyklus mrazeni.

Sledované interakce mezi objemem pii prvnim mrazeni a plemenem nepfinesly
statisticky prikazné rozdily s vyjimkou podilu spermii s pomalym pohybem 60 minut po
rozmrazeni vzorku. Zde byly lepsi vysledky (niz§i hodnoty) zjiStény u spermatu byki
holstynského plemene (8 ml: 2,0 = 0,43 % a 12 ml: 2,9 + 0,44 %) mrazené¢ho v objemu 8 ml a
12 ml, oproti vysledkiim ¢eskych strakatych byki (8 ml 4,7 + 0,46 % a 12 ml: 4,8 = 0,53 %)).
Neni bez zajimavosti, ze u DF davek z téchto objemt byly u bykt ¢eského strakatého plemene
zjistény 60 minut po rozmrazeni vitlbec nejvyssi hodnoty AC (8 ml: 22,4 + 2,19 % a 12 ml:
21,6 + 2,53 %) a AP (8ml: 18,3 £ 1,88 % a 12 ml: 21,6 + 2,53 %). Tyto hodnoty se vSak od
ostatnich statisticky pritkazné€ neliSily. Stejné tak statisticky nepriikazné bylo dosazeno vyssich
hodnot NM a ZIV u bykt &eského strakatého plemene. Miizeme piedpokladat, Ze stresové
faktory pulsobici na spermie pii dvou cyklech mrazeni jsou tak intenzivni, Ze téméf stiraji

meziplemenné rozdily v mrazitelnosti spermatu.

Ackoliv nebyl prokdzan vliv koncentrace spermii v odebraném ejakulatu na
zabtezavani plemenic (Haugan et al., 2007), je zndm vliv stupné fedéni na parametry kinetiky
spermii (Farrell et al., 1996). Vyssi stupel fedéni, tedy niz§i pomér semenné plasmy ku
fedidlu, negativné ovlivituje funkce mitochondrii (Garner et al. 2001), které zasobuji buiiku
ATP. V predkladané praci byl ejakulat fedén v poméru 1:3, nicméné ke zpracovani byly
pouzity razné husté ejakulaty, od fidkych az po velmi husté. Vzhledem k tomu, ze byly
zjiStény statisticky prikazné korelace mezi hustotou Cerstvého ejakulatu a parametry aktivity u
davek vyrobenych metodou DF, byly dale sledovany i interakce objemu pfi prvnim mrazeni a

hustoty Cerstvého ejakulatu.

Ty byly bezprosttedné po rozmrazeni a 60 minut po rozmrazeni statisticky neprikazné.
Zajimavé¢ statisticky prikazné rozdily vSak byly zjiStény 120 minut po rozmrazeni. Zde
doséhly nejlepSich hodnot AC, AP, AR a APO inseminacni davky vyrobené z Cerstvého
ejakulatu nizké hustoty mrazeného v objemu 4 ml pii prvnim cyklu, jejichz hodnoty se
statisticky prtikazné liSily od hodnot zjisténych u insemina¢nich davek vyrobenych z hustého
ejakulatu a mrazenych v objemu 4 ml pfi prvnim cyklu. Pro druhy cyklus mrazeni bylo
rozmrazené sperma nafedéno na celkovy pocet 20 x 10° spermii v insemina¢ni divce. U
ejakulatli o niz8i hustoté¢ bylo pfiddvano pouze minimdlni mnozstvi fedidla, zatimco husté

ejakulaty byly nafedény s vysSim pomérem fedidla.
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Vliv hustoty ejakulatu na parametry kinetiky spermii byl popsén ve vztahu k stupni
fedéni Farrellem et al. (1996). Vyssi stupen fedéni, tedy niz§i pomér semenné plasmy ku
fedidlu, negativn¢ ovliviiuje funkce mitochondrii (Garner et al. 2001). Mizeme tedy
predpokladat, ze dofedéni spermatu na pozadovany pocet spermii v inseminacni davce
predstavuje dalsi negativni vliv pii vyrobé ddvek metodou DF. Z hlediska jeho minimalizace
pak bude vhodné volit pro zpracovani ejakulaty o nizsi hustoté, coz plyne i ze zavéra korelacni

analyzy.

Byl potvrzen i vliv individuality byka na kvalitu davek vyrobenych metodou DF
zjisSténou Saragustym et al. (2009). Prokazana byla jak individualni citlivost byka k riiznym
objemlm pfi prvnim mrazeni (u byka SUREBOY bezprostfedné po rozmrazeni mezi objemy 4
ml a 12 ml), tak i individualni rozdily mezi byky pfi mrazeni v jednotlivych objemech. U DF
inseminacnich dévek nékolika bykl bylo dosazeno aktivity pozadované po rozmrazeni ¢i na
konci TDT testu komerc¢nimi standardy. MiZeme proto konstatovat, ze individualita byka hraje
zasadni roli pfi vyrobé DF inseminacnich davek a Ze dosazeni komer¢ni kvality DF davek je

mozné.
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7 ZAVER A DOPORUCENI PRO PRAXI

Potvrdili jsme hypotézu, Ze rozdilné postupy rozmrazeni ejakulati byki mrazenych v
razné velkych objemech ovlivni kvalitativni parametry ejakulatu po rozmrazeni. Metoda
rozmrazeni ma vliv na aktivitu spermii po prvnim rozmrazeni v ejakuldtech mrazenych ve
velkém objemu. Pro rozmrazeni velkoobjemovych vzorki byla jako nejvyhodnéjsi
identifikovana metoda 1 (90 s pfi pokojové tepoloté, ponoteni do vodni 1azn€ o teploté 37 °C

na 60 s).

Byla potvrzena i druha hypotéza, Ze objem mrazené¢ho ejakulatu bude mit vliv na
parametry spermatu po prvnim rozmrazeni i po opakovaném zmrazeni metodou DF. Nejvyssi
kvality inseminacnich davek vyrobenych metodou DF bylo dosazeno u vzorkli vyrobenych
zobjemu 8 ml. Pfi zohlednéni interakci mezi hustotou cerstvého ejakulatu a kvalitou DF
davek, se vSak jako nejvyhodnéj$i jevi zpracovani v kombinaci ejakulatu o nizké hustoté

mrazené¢ho v objemu 4 ml.

Dale bylo zjisténo, ze kvalita Cerstvého ejakulatu 1 kvalita vzorku po prvnim rozmrazeni

maji vliv na kvalitu davek vyrobenych metodou DF.

V obou c¢astech pokusu byl hodnocen i vliv plemene na sledované parametry kvality
v jednotlivych fazich vyroby inseminac¢nich davek metodou DF. Bylo potvrzeno, ze sperma
bykt holstynského plemene je odolngjsi k stresovym faktorim plisobicim na spermie

v pribéhu zpracovani touto metodou.

ZnaSich vysledkii vyplynulo, ze svou vyznamnou roli pro vhodnost vyroby
inseminacnich davek metodou DF pii vyuziti velkého objemu pro prvni mrazeni hraji i

individualni rozdily mezi byky.

Inseminacni davky vyrobené¢ metodou dvojiho mrazeni nedosahly ve svych primérech
stanovenych standardii pro komer¢ni vyuziti. Nicméné na individualni Grovni je nékteti byci
piekonali nebo se jim znacné priblizili. Muzeme tak predpokladat, ze pii dal§i optimalizaci
vyrobniho postupu DF dosahne téchto standardi vyssi pocet bykti. Do budoucna by tak metoda

DF mohla byt vyuZzivéna i na komer¢ni Grovni.
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9 PRILOHY

9.1 Priloha ¢. 1: Parametry kinetiky spermii

VCL (curvilinear velocity) — rychlost hlavicky na skute¢né draze, primérna rychlost mezi body
meéfeni, pm/s

VSL (straight-line velocity) — rychlost hlavicky na ptimé draze, mezi vychozim a konecnym
bodem méteni, pm/s

VAP (average-path velocity) — rychlost hlavicky na napifimené draze (odvozena matematickou
upravou VCL), slouzi k plynulejsimu vyjadieni pohybu, pm/s

LIN (linearity) — linearita skute¢né drahy (VSL/VCLx100) [%]

STR (straightness) — pfimost naptimené drahy (VSL/VAPx100) [%]

WOB (wobble) — stupeii oscilace skutecné drahy kolem jeji naptimené drahy (VAP/VCLx100) [%]
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9.2 Priloha ¢.2: Klasifikace spermii dle zavaznosti jejich vyskytu

(Saacke, 1982; Chenoweth, 2005)
Méné zavazné abnormality
Uzké hlavicky

Obrovské a kratké Siroké hlavicky
Uvolnéné membrany akrozomu
Malé hlavicky

Normalni hlavicky bez biciku
Abaxialni implantace

Distalni kapky

Jednoduse sto¢eny bicik

Na konci stoc¢eny bic¢ik

Epitelové bunky

Erytrocyty,

Medusovité formace, buiiky hlenu, atd.

Ostatni defekty spojovaci ¢asti
Pseudokapky

Silné stoeny nebo ohnuty bicik

Zavazné abnormality
Nevyvinuté spermie
Nabobtnalé akrozomy
Dvojité formy
Dekapitované (aktivni bi¢ik)
Diadémovy efekt
Hruskovity tvar

Z0zené baze hlavicek
Abnormalni obrysy

Malé¢é abnormalni hlavicky
Volné patologické hlavicky

Proximalni kapky

Sroubovicovity efekt (Corkscrew effect)
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9.3 Priloha 3: Vysledky mrazitelnosti dle bykt a objemt po prvnim

rozmrazeni

Tabulka 1 Vysledky parametrt aktivity dle bykii a objeml po prvnim rozmrazeni v TO (n=195)

Byk Objem |n |ACvVTO0(%) |APVTO(%) | ARVTO(%) | APOvVTO (%)
fil.
fnrazeni LSM =+ SE LSM + SE LSM =+ SE LSM + SE
COLMAN 4 ml 5 149,7+7,56 42,9+731 28,1+ 5,70 14,3 +£2,62
8 ml 5 |47,1+£756 38,0+ 7,31 24,0 + 5,70 13,6 + 2,62
2ml |5 |[398+756 31,6 +7,31 18,3 + 5,70 13,1 £2,62
KORN 4 ml 5 139,8+7,56 30,5+ 7,31 19,3 £5,70 10,7 +2,62
8 ml 5 153,2+7,56 42,9+731 29,2+ 5,70 13,1 £2,62
12ml |5 |438+756 33,1 +7.31 19,1 +5,70 13,9 +2,62
LATEX 4 ml 5 |481+756 39,0+ 7,31 21,2 +5,70 17,1 £2,62
8 ml 5 | 44,1+756 353+£731 18,2 + 5,70 16,9 +2,62
12ml |5 |[382+756 296+ 731 15,9 + 5,70 13,1 £2,62
LEWIS 4 ml 5 |46,8+7,56 36,2+ 731 20,0 + 5,70 16,0 + 2,62
8 ml 5 |48,0+7,56 38,4+ 731 23,8+ 5,70 14,1 £2,62
12ml |5 |[342+756 26,3 + 731 13,7 + 5,70 12,3 +2,62
LYON 4 ml 5 |546+756 451 +731 21,6+ 5,70 232+262
8 ml 5 |584+756 495+ 731 26,0+ 5,70 232+262
12ml |5 |442+756 32,8+ 731 13,9 + 5,70 18,6 £2,62
MARTIN 4 ml 5 160,2+7,56 50,6 + 7,31 28,5+ 5,70 21,8+2,62
8 ml 5 |61,1+£7,56 54,1 +731 33,6 £ 5,70 20,3 +2,62
2ml |5 |[51,7+756 41,7+731 24,5+ 5,70 16,9 +2,62
MONTEKO 4 ml 5 [556+7,56 45,6+ 731 25,6+ 5,70 19,2+ 2,62
8 ml 5 |61,8+7,56 50,2+ 7,31 28,1+ 5,70 21,2+2,62
12ml |5 |455+756 37,6 +731 25,8+ 5,70 11,1 £2,62
PIKANT 4 ml 5 [534+756 453 +731 31,5+ 5,70 12,9 + 2,62
8 ml 5 [549+756 46,6 + 731 32,4+ 5,70 13,7 £2,62
12ml |5 |442+756 34,6+ 731 22,8+ 5,70 11,3+2,62
POLLEDSTAR | 4 ml 5 |549+756 47,0+731 31,5+ 5,70 15,0 2,62
8 ml 5 |480+7,56 37.4+731 24,5+ 5,70 12,6 +2,62
2ml |5 [47,7+7,6 39,8 £7,31 25,0+ 5,70 14,7 + 2,62
REBEL 4 ml 5 [576+7,56 50,5+ 7,31 35,8+ 5,70 12,9 + 2,62
8 ml 5 |580+7,56 51,0+ 7,31 38,8+ 5,70 10,9 +2,62
12ml |5 |425+756 34,9+ 731 24,8+ 5,70 8,5+ 2,62
SUNSHINE 4 ml 5 | 46,7+7,56 39,0 £7,31 29,3 +£5,70 9,1 +2,62
8 ml 5 [523+7,56 459+ 731 35,7+ 5,70 9.4+262
12ml |5 |[523+756 43.6+731 33,6+ 5,70 9.5+2,62
SUNWAY 4 ml 5 1550+7,56 48,1 £731 34,9+ 5,70 11,5+2,62
8 ml 5 159,1+7,56 50,3+ 7,31 37,5+ 5,70 11,9 +2,62
2ml |5 |628+756 53,2+731 38,2+ 5,70 14,1 2,62
SUREBOY 4 ml 5 [573+7,56 494+ 731 37,0 +5,70 11,4+2,62
8 ml 5 152,6+7,56 444 +731 30,8 + 5,70 13,1 £2,62
12ml |5 |540+756 46,7 +731 350 £5,70 | 11,0£2,62
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Tabulka 2 Vysledky parametrt aktivity dle byki a objemil po prvnim rozmrazeni v T30

(n=195)
Byk Objem | n ACv T30 AP v T30 AR v T30 APO v T30
o L (%) (%) (%) (%)
mrazeni LSM + SE LSM + SE LSM + SE LSM + SE
COLMAN 4 ml 5 54,8 7,75 45,7+ 7,65 34,1 £ 6,63 11,5+1,92
8 ml 5 48,6 7,75 38,9+ 7,65 30,4 £ 6,63 8,5+1,92°
12 ml 5 36,3+7,75 28,2+ 7,65 20,3 £ 6,63 7,5+1,92°
KORN 4 ml 5 42,6 £7,75 35,1+7,65 26,4 6,63 8,0+1,92°
8 ml 5 61,2+7,75 52,9 +£7,65 41,2+ 6,63 11,8192
12 ml 5 44,7+ 17,75 34,2 + 7,65 24,3 + 6,63 9,5+1,92
LATEX 4 ml 5 40,0+ 7,75 33,9+ 7,65 24,1 £ 6,63 9,5+1,92°
8 ml 5 52,3+7,75 44,3 £7,65 29,9 + 6,63 14,0+1,92
12 ml 5 33,6 £7,75 25,7+ 7,65 18,1 + 6,63 7,5+1,92°
LEWIS 4 ml 5 57,7+7,75 47,3 +7,65 36,9 £ 6,63 9,9+ 1,92°
8 ml 5 46,7+ 7,75 38,0+ 7,65 29,0 +£ 6,63 8,8 +1,92°
12 ml 5 35,1+7,75 27,4+ 7,65 18,6 + 6,63 8,5+1,92°
LYON 4 ml 5 51,9+7,75 42,3 +£7,65 27,7+ 6,63 14,5+1,92
8 ml 5 51,2+7,75 43,5+ 7,65 28,4+ 6,63 15,0£1,92
12 ml 5 47,5+ 7,75 38,6 + 7,65 26,6 + 6,63 11,6 £1,92
MARTIN 4 ml 5 58,9+7,75 52,9 £7,65 35,4+ 6,63 17,2 +1,92¢
8 ml 5 60,3 +7,75 53,5 +£7,65 38,1 £6,63 15,1 +1,92
12 ml 5 48,3 +7,75 39,9+ 7,65 30,3 £6,63 9,6 +1,92
MONTEKO 4 ml 5 53,6 £7,75 46,7+ 7,65 29,9 + 6,63 16,4 +1,92
8 ml 5 63,3+7,75 54,1 £7,65 33,6 £ 6,63 20,1 +1,92°
12 ml 5 38,2+7,75 30,0+ 7,65 19,3 + 6,63 10,6 £ 1,92
PIKANT 4 ml 5 52,4+7,75 42,0+ 7,65 31,2+ 6,63 9,8+1,92
8 ml 5 52,8 +7,75 44,6 +£7,65 34,3 +£6,63 93+1,92°
12 ml 5 46,0+ 7,75 39,7+ 7,65 29,0 £ 6,63 9,8+1,92
POLLEDSTAR | 4 ml 5 44,1+ 7,75 37,4+ 7,65 27,4+ 6,63 9,3+1,92°
8 ml 5 52,5+7,75 43,2+ 7,65 34,5+ 6,63 8,4 +1,92°
12 ml 5 61,6 +7,75 51,1 +7,65 37,9 £ 6,63 12,9+1,92
REBEL 4 ml 5 56,7+7,75 48,8+ 7,65 39,7 £ 6,63 8,0+1,92°
8 ml 5 55,3+7,75 45,5+ 7,65 36,9 £ 6,63 7,5+1,92°
12 ml 5 42,7+ 7,75 37,0+ 7,65 29,7+ 6,63 6,7 +1,92°
SUNSHINE 4 ml 5 47,7+ 17,75 42,1 £7,65 34,0 £ 6,63 6,5 + 1,92
8 ml 5 43,1 £7,75 36,1 +7,65 28,6 £ 6,63 7,0+1,92°
12 ml 5 50,3£7,75 42,2 £7,65 33,9 £6,63 7.9 +1,92°
SUNWAY 4 ml 5 47,1+7,75 40,2 + 7,65 31,4+ 6,63 8,0 +1,92°
8 ml 5 52,4+7,75 44,6 + 7,65 36,0 £ 6,63 7,9 +£1,92°
12 ml 5 60,5+ 7,75 52,8 + 7,65 43,0 £ 6,63 9,2+1,92°
SUREBOY 4 ml 5 62,4+7,75 54,9 + 7,65 43,5+ 6,63 11,1£1,92
8 ml 5 58,6 £ 7,75 51,0 £7,65 41,2 £6,63 9,2+1,92°
12 ml 5 46,6 + 7,75 37,7+ 7,65 30,0 £6,63 7,3 +1,92°
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Tabulka 3 Vysledky parametri aktivity dle bykt a objemt po prvnim rozmrazeni v T60

(n=195)
Byk Objem |n | ACv T30 AP v T30 AR v T30 APO v T30
pril. (%) (%) (%) (%)
mrazeni LSM + SE LSM + SE LSM = SE LSM + SE
COLMAN 4 ml 5 48,9 + 7,74 420 +7.42 26,5+ 5,81 10,5 £ 2,10
8 ml 5 42,5+7,74 31,6 + 7,42 22,0 +5.81 9.5+2.10
12ml |5 343 +7,74 254+7.42 18,5 +5.81 6.8+ 2,10
KORN 4 ml 5 36,9+ 7,74 31,0 7,42 22,9 +5281 77+2.10
8 ml 5 54.1+7,74 441 7,42 312+581 12,6 2,10
12ml |5 55,3 +7,74 447 7,42 34,1 +5.81 10,2 +2,10
LATEX 4ml 5 478 +7,74 39,0 + 7,42 278 +581 10,4 2,10
8 ml 5 52,9 +7,74 459+ 742 34,6 + 5,81 10,6 £ 2,10
2ml |5 32,6+ 7,74 25,7+ 7,42 17,4 5,81 75+2.10
LEWIS 4 ml 5 46,8 + 7,74 39,7 + 7,42 27.8 5281 11,7 £2,10
8 ml 5 40,4 +7,74 33,0+ 7,42 24,7 +5.81 7.8+2.10
12ml |5 283+7,74 20,3+ 7,42 10,7 £5.81 8,6+ 2.10
LYON 4 ml 5 51,9+7,74 453 +7,42 31,6 + 5,81 13,5+2,10
8 ml 5 43,0 £ 7,74 35,9 + 7,42 27.7 %5281 7.8+2.10
2ml |5 432+ 7,74 34,6 + 7,42 26,8 5,81 75+2.10
MARTIN 4ml 5 58,0+7,74 49,5 +742 37,9+ 5,81 11,3+2,10
8 ml 5 51,2+7,74 43,9 +742 34,6 + 5,81 92 +2.10
2ml |5 52,7+7,74 44.4+7.42 31,7+5.81 12,3£2,10
MONTEKO 4 ml 5 51,9+7,74 43,5+ 7,42 28,6 £ 5,81 13,4 £2,10
8 ml 5 53,6+ 7,74 46,7+ 7,42 28,6+581 | 17,7+2,10°
12ml |5 43,7 +7,74 37,7+7,42 26,7 +5.81 10,7 2,10
PIKANT 4ml 5 61,9 +7,74 53,6+ 7,42 40,7 +5.81 112+2,10
8 ml 5 60,6 + 7,74 523 +7.42 40,0 £ 5,81 11,2£2,10
2ml |5 40,5+ 7,74 34,0 £ 7,42 23,9 5281 93+2.10
POLLEDSTAR | 4 ml 5 48,4 +7,74 38,3+ 7,42 27,6 +5.81 93 +2.10
8 ml 5 52,6 +7,74 39,7+ 742 30,6 + 5,81 82+2,10
12ml |5 492 +774 40,6 + 7,42 31,5+5,81 8,7+2.10
REBEL 4 ml 5 48,4 +7.74 43,1 7,42 352+ 581 6,0 + 2,107
8 ml 5 59.8 + 7,74 50,1+ 7.42 40,2 5,81 8,0=2,10
12ml |5 513+7,74 44.4+7.42 36,1 5,81 5.6+ 2,10
SUNSHINE 4ml 5 50,6 + 7,74 43,1 +7,42 34,9 £ 5,81 6,8+2.10
8 ml 5 44,4+ 7,74 36,1 + 7,42 28,0 5,81 7.6+2.10
2ml |5 392+ 7,74 30,9 + 7,42 245+581 5.8+2.10°
SUNWAY 4 ml 5 45,0 + 7,74 35,7 + 7,42 27.4+581 6,7+2.10
8 ml 5 46,7+7,74 40,1 + 7,42 32,4+581 6,5+ 2,10
12ml |5 474+774 39,5+ 7,42 30,6 + 5,81 83 +2.10
SUREBOY 4 ml 5 57.6+7,74 51,5+ 7.42 42,8 5281 75+2.10
8 ml 5 55,6+ 7,74 473 +7.42 39,0 + 5,81 74+2.10
12ml |5 479+774 40,9 + 7,42 33,2+ 581 7,0+2,10
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Tabulka 4 Podily spermii s nenaruSenymi membranami a podily zivych spermii dle bykl a

objemul bezprostiedné po prvnim rozmrazeni (n=195)

Byk Objempti |n | NMvTO0 (%) | ZIV v T0 (%)
L. mrazeni LSM + SE LSM + SE
COLMAN 4 ml 5 14,9 +3,71 23,8 +4,52
8 ml 5 14,5 +3,71 18,1 +4,52
12 ml 5 12,1 £3,71 14,7 +4,52
KORN 4 ml 5 24,0 +3,71 22,7 +4,52
8 ml 5 21,3 +3,71 242 +452
12 ml 5 22,8 +3,71 242 +4,52
LATEX 4 ml 5 10,7 £3,71 14,0 £4.,52
8 ml 5 10,9 +3,71 10,0 + 4,52
12 ml 5 15,3 +3,71 13,2 +4,52
LEWIS 4 ml 5 25,8 +3,71 22,4+452
8 ml 5 28,5+3,71 23,9+452
12 ml 5 23,2 +3,71 18,4 +4.52
LYON 4 ml 5 16,7 +3,71 17,4 +452
8 ml 5 18,0 + 3,71 23,5+4,52
12 ml 5 14,0 £3,71 14,4+4,52
MARTIN 4 ml 5 18,1 £3,71 313+4,52
8 ml 5 25,3 +3,71 30,1 +4,52
12 ml 5 242 +3/71 25,1 +£4,52
MONTEKO 4 ml 5 13,5+3,71 15,5 +4.,52
8 ml 5 17,7 +3,71 19,6 +4.,52
12 ml 5 19,5 3,71 21,1+4,52
PIKANT 4 ml 5 15,3 3,71 14,6 + 4,52
8 ml 5 19,3 +3,71 24,6 +4,52
12 ml 5 17,4 +3,71 20,1 4,52
POLLEDSTAR 4 ml 5 16,6 +3,71 14,0 £4,52
8 ml 5 18,5 3,71 18,6 + 4,52
12 ml 5 14,2 +£3,71 11,7+4,52
REBEL 4 ml 5 16,5+ 3,71 17,6 + 4,52
8 ml 5 17,7 +3,71 19,1 £4,52
12 ml 5 12,7 £3,71 17,1+4,52
SUNSHINE 4 ml 5 10,3 3,71 12,0 £4,52
8 ml 5 243 +3,71 24,8 +4.52
12 ml 5 17,2 +3,71 16,8 +4.,52
SUNWAY 4 ml 5 12,3 +3,71 14,6 + 4,52
8 ml 5 18,1 £3,71 20,6 +4.,52
12 ml 5 15,3 3,71 17,2 +4,52
SUREBOY 4 ml 5 19,4 +3,71 24,0 +£4,52
8 ml 5 20,8 +3,71 242 +452
12 ml 5 21,0 +3,71 26,0 +4,52
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