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Porovnani redidel pro ejakulat byki ve vztahu k preZitelnosti spermii
Souhrn

Inseminace je jednou z klicovych metod provadéné Slechtitelské prace v chovu skotu. Pro
uspesné provedenou inseminaci je vSak dulezité ziskani a uchovani kvalitnich insemina¢nich
davek, s vysokym procentem zivych spermii. Mezi dulezité¢ faktory, které vyslednou

ptezitelnost spermii ovliviiuji, patii zejména vlastnosti pouzivanych fedidel.

Cilem diplomové prace bylo zjistit vliv riznych typt fedidel na aktivitu spermatickych bun¢k
byciho ejakulatu po rozmrazeni. Hypotézou byl ptedpoklad, Ze odlisné komponenty obsazené
v fedidlech maji na kvalitu spermatickych bun¢k také odlisné ucinky, a to zejména piitomnost

vaje¢ného Zloutku.

Pro hodnoceni byla vybrana 3 komer¢né nabizend fedidla. Dv€ zaloZend na bazi vaje¢ného
Zloutku — Optidyl®, kde je Zloutek pfidavan jiz ve vyrobé a Bull-X-cell®, do které¢ho je

cerstvy zloutek pridavan pfi jeho pfiprave a jedno bezvajecné — AndroMed®.

Pro odbér ejakulatu bylo pouzito 12 byka dvou riiznych plemen z jedné inseminacni stanice.
Od téchto dvanacti bykl bylo ziskdano béhem tii odbérovych dnli 15 ejakulath spliujicich
vstupni pozadavky. Kazdy ejakulat byl rovnomérné rozdélen na 3 dily a kazdy z dilt nafedén
jednim z fedidel. VSechny pfipravené vzorky inseminac¢nich davek byly za stejnych podminek
zmrazeny a ulozeny do tekutého dusiku. Nasledné byly v laboratofi postupné rozmrazovany a
jejich kvalita byla ovéfovana kratkodobym tepelnym testem pieZitelnosti. Ziskané vysledky
byly statisticky zhodnoceny.

Ihned po rozmrazeni nebyla zaznamenana vyrazna odliSnost aktivity spermii v jednotlivych
fedidlech (Optidyl® 51,2 %, Bull-x-cell® 50,1 %, AndroMed® 50 %). Nicméné v pribéhu
kratkodobého tepelného testu byla zjiSt€éna na hladiné vyznamnosti (p < 0,05) statisticka
vyznamnost v ¢asech pozorovani 1,5 a 2 hodiny mezi fedidlem Zloutkovym Optidyl® (28,6 %
a 20 %) a bezzloutkovym AndroMed® (22,8 % a 14,1 %). V tedidle Optidyl® byla také, jako
v jediném, zjiSténa nejvysSi maximalni hodnota aktivity spermatickych bunék ihned po
rozmrazeni ID (80 %). Redidlo Optidyl®, kam je vajeény Zloutek p¥idavan jiz pii vyrobg, lze
tedy jednoznacné doporucit. Jako dulezity faktor byla hodnocena také individualita

jednotlivych byk.

Klicova slova: skot, plodnost, spermie, motilita, oplozeni



Comparison of diluters for bull semen in relation to sperm survivability
Summary

The insemination is one of the key methods of the performed cattle breeding. In order for the
insemination to be successful it is important to get and store high quality insemination doses,
which contain high percentage of live sperms. One of the important factors, which
particularly effect the final survival of the sperms, is the dilution quality.

The main aim of this diploma thesis was to find out the impact of the different types of
dilution on the bull semen activity after defrosting. According to the hypothesis, the different
components contained in the dilutions have also a different impact on sperm cells, especially
the presence of an egg yolk.

Three commercially sold dilutions were chosen for the evaluation. Two dilutions were on the
egg yolk basis - Optidyl®, to which production the egg yolk is added; Bull-x-cell®, to which
is the fresh egg yolk added during its preparation; and AndroMed® which is eggless.

For the collection of the ejaculate were used twelve bulls of two different breeds from one
insemination station. Fifteen ejaculates which met the necessary entering requirements were
gained from those twelve bulls within three days. Each ejaculate was equally divided into
three parts and each of those was diluted with one of the dilatants. All the prepared
insemination doses were frozen under the same conditions and were then stored in liquid
nitrogen. They were then subsequently defrosted one by one and their quality was checked by

a short-term thermal survivability test. Gained results were then statistically evaluated.

Right after the defrosting, no distinct difference in the sperm activity was recorded in the
diluents (Optidyl® 51,2 %, Bull-x-cell® 50,1 %, AndroMed® 50 %). Nevertheless, during
the short-term thermal test a statistical significance was recognized (p < 0,05) and so, during
the observation times 1 hour and 30 minutes and 2 hours in the yolk diluents Optidyl® (28,6
% a 20 %) and in the eggless diluents AndroMed® (22,8 % a 14,1 %). The highest maximal
value of the sperm cell activity right after defrosting was discovered only in one of the
diluents, Optidyl® - ID (80 %). Diluent Optidyl®, where the egg yolk is added already in its
production, is, therefore, definitely to be recommended. The individuality of each bull was

also assed as an important factor.

Keywords: cattle, fertility, sperm, motility, fertilization
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1. UVOD

Inseminace hospodaiskych zvifat je v dne$ni dobé jednou z nejefektivnéjSich, nejlepSich a
hlavné zakladni biotechnickou metodou v rozmnozovani zvifat, které jsou u nas vyuzivany.
Jedna se o nejucinnéjsi a nejrozsitenéjsi metodu zptisobu pienosu pozadovanych genetickych

vlastnosti v populaci daného plemene ¢i druhu.

Zavedeni inseminace do chovu skotu umoznilo lidstvu posunout hranice Slechtitelské prace na
tak vysokou uroven, ze je V souc¢asné dob¢ nejvice vyuzivanou metodou v plemenitbé dojného
skotu. Vyrobou insemina¢nich davek s moznosti konzervace a dlouhodobého uchovavani
semene doslo k umoznéni vyuziti svétového obchodu. Coz vede spoleéné se zvySovanim
uzitkovosti k posileni ekonomické stranky a tim také k zajisténi zakladniho kritéria v chovu

skotu, kterym je zisk.

Nezbytnou soucasti ptipravy inseminacnich davek jsou fedidla byciho ejakulatu. Bez fedidel
by nebylo mozno zajistit vhodné podminky a prostfedi pro pfezivani spermii mimo zivy
organismus. Pro fedéni odebraného ejakulatu jsou stanoveny podminky, pii jejichz
nedodrzeni dochézi k znehodnocovani celého odbéru. Proto musi fedidla zajistovat optimalni

podminky pro piezitelnost spermii a pro zajiSténi jejich zakladnich Zivotnich funkci.

Vhodné fedidla musi zajistit dostate€né mnozZstvi energie odebranym spermiim, pH fedidel
musi dosahovat optimalnich hodnot, musi byt zajistén vhodny osmoticky tlak, pufrovaci
schopnost, vyse hladiny elektrolytu a samoziejmosti je sterilita, hygienicka Cistota a
netoxicita. Pokud jsou vSechny tyto podminky dodrZzeny, mohou vznikat kvalitni insemina¢ni
davky, které zajisti rychlejsi geneticky pokrok, moznost vyuzivani kvalitnéjSich bykd, nebo

bykil ze zahrani¢i a v neposledni fadé miZe byt vyuZivan individudlni pfiparovaci plan.



2. CIL PRACE

Cilem diplomové prace bylo zjisténi, zda ma pouziti riznych druhii komeréné vyrabénych
fedidel vliv na aktivitu a pfezitelnost spermii v odebraném byc¢im ejakulatu. Vybrany byly tii
druhy fedidel, s rozdilnym zastoupenim jednotlivych komponentli obsazenych v fedidlech a
pomoci jedné z biologickych zkouSek ejakulatu, konkrétné pomoci vyuziti tepelného testu

prezitelnosti, zjiStovana aktivita spermatickych bunék po rozmrazeni ejakulatu.

Hypotézou je ptredpoklad, ze odlisné zastoupeni jednotlivych slozek, predevsim piitomnost
vajecného zloutku, ma kladné ucinky na prezitelnost spermatickych bunék po rozmrazeni

inseminacnich davek pfi jejich dlouhodobém uchovavani v parach tekutého dusiku.



3. LITERARNI RESERSE

3.1.Historie inseminace a pouzivani redidel

Kofeny inseminace skotu spadaji nékam na zacatek dvacatého stoleti. Prvni pokusy o
provedeni inseminace hospodarskych zvifat probéhly v Rusku okolo roku 1930 a
Vv nasledujicich deseti letech byly inseminaéni davky komer¢né vyuzivany také v Anglii a
USA (Peters et Ball, 1995). Zasadni rozvoj vSak nastal az v druhé poloviné dvacatého stoleti.
Spojovan je se jménem Osborndale Ivanhoe (1952 — 1963), bykem holstynského plemene,
ktery byl od roku 1958 ve Spojenych statech americkych opakované vyuzivan k inseminaci.
Osborndale Ivanhoe mél obrovsky geneticky potencial, zplodil mnoho slavnych potomki a

dal zaklady inseminaci chovu holstynského skotu (Spahr et Opperman, 1995).

Bostik et Hudegek (2008) uvadi, Ze u nas, jesté v tehdejsi Ceskoslovenské republice, vznikla
1. inseminacni stanice plemennych bykt vroce 1946 v Osiku u Litomysle a tim doslo
k zavedeni inseminace bykd do bézné praxe. Byla to také prvni inseminac¢ni stanice ve stfedni
Evropé. V roce 1948 nasledovala vystavba stanic v Kralovehradeckém kraji a to v Chlumci
nad Cidlinou, Polici nad Metuji, Semechnicich u Dobrusky, Jeficich na Hoficku a dale i
v ostatnich krajich. Jednalo se o obdobi po druhé svétové valce, kdy bylo nutné zajistit rozvoj
Ceského zemédélstvi, pozvednout proces Slechténi a vymytit pohlavni choroby, které se ve
stadech markantné rozsifily. Inseminace nabyvala na profesionalni Grovni. V druhé poloving
padesatych let byl zaveden odhad plemenné hodnoty bykiti metodou CC testu, kterd byla

v poloving osmdesatych let nahrazena piesnéj§i metodou BLUP (Riha et al., 1999).

Vyrabéné inseminacni davky bylo nutné nafedit, aby doslo k zajisténi vhodného prostiedi pro
prezitelnost spermii. Pfi normalnich podminkach maji totiZ spermie schopnost ptezit pouze 24
hodin. Vyuzivana zacala byt fedidla na typu glycerinu, ktera tuto dobu vyrazné prodlouzila.
Inseminaéni davky byly po natedéni uchovavany kratkodobé (3 — 4 dny) v Cerstvém stavu,

nebo mrazeny pii teploté -79 °C na suchém ledu.

Bylo vsak nutné fesit otazku dlouhodobé konzervace semene. To mély zajistovat biologické
kontejnery urcené¢ pro uchovavani inseminaénich davek v tekutém dusiku, které jsou
vyuzivany dodnes. Prvni Gispé$né zmrazeni ejakulatu bylo provedeno v roce 1950 Smithem a
Polgem (Louda et Cefovsky, 1994). Kryokonzervace se tak stala revoluéni metodu v chovu
skotu. Jednou z prvnich inseminacnich stanic u nas, ktera zavedla zmrazovani davek pomoci
tekutého dusiku pfi teploté -196 °C, byla v roce 1964 stanice v Polici nad Metuji. Kontejner

byl americké vyroby a umoznoval uskladnit az 70 000 inseminacnich davek. Ziskat v této
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dob¢ cokoliv ze zapadnich zemi bylo prakticky nemozné, proto se jednalo o velmi vyznamny

pocin (Kadecka, 2008).

Organiza¢né spadala inseminace zpocatku pouze do cinnosti pokrokovych chovateli,
postupné vSak byly veskeré chovatelské organizace zruseny a tuto ¢innost pievzal stat. Nad
veskerymi inseminacnimi stanicemi tak dohlizel Statni plemenaisky podnik a chovatelé
neme¢li moznost do inseminace jakkoliv zasahovat. Zvrat nastal az v roce 1989, kdy doslo
K privatizaci inseminacnich stanic a pracovist, ktera zajiStovala inseminaci. Opét se k této
¢innosti dostali chovatel¢ a od roku 1990 byly zaklddany razné chovatelské organizace.
Vroce 1996 byla zalozena Ceskomoravskd spole¢nost chovateld s.r.o., zastoupena
jednotlivymi svazy chovateld, ktera dodnes =zastituje veSkerou inseminaéni ¢innost

provadénou na iizemi naseho statu (Hofirek et al., 2009).

Zavedenim inseminace do bézné praxe a tim i1 umoznénim dlouhodobé konzervace
insemina¢nich davek doslo k ohromnému navySeni moznosti umélého oplodiovani od
jediného plemenika. Zmrazené insemina¢ni davky se daly lehce a jednoduse piepravovat po
celém svété, ¢imz bylo umoznéno zvySeni piibuznosti jednotlivych plemen skotu, a tim i

celkového genetického vylepseni populaci (Kulovana, 2002).
3.2.Spermatogeneze

Ke spermatogenezi, neboli tvorbé sam¢ich pohlavnich bunék — spermii, dochazi ve stocenych
semenotvornych kanalcich varlat. Cela spermatogeneze, kterd u byki trva 35 dni, je rozdélena
do dvou fazi. Jednd se o obdobi spermatocytogeneze a obdobi spermatohistogeneze.
Spermatocytogeneze je obdobi zahrnujici mnozeni spermatogonii, jejich d¢leni az po

nasledny vznik spermatid s poloviénim poétem chromozomu (Tichy et al., 2004).

Spermatocytogeneze probihd uvniti semenotvornych kanalkt, kde se nachazi kmenové
bunky, zodpovédné za vznik spermatogonii a Sertoliho bunky, zajist'ujici ochranu a vyzivu
vyvijejicim se spermiim. Ve stfedu kanalku je pak shromazd’ovana varletni tekutina, ktera je
secernovana Sertoliho bunikami. Kmenové buniky maji kulovity tvar a jsou umistény pii

bazalni ¢asti semenotvornych kanalkt. Nazyvaji se spermatogonie (Reece, 1998).

Peters et Ball (1995) popisuji, Ze spermatogonie dale prochazi mitotickym délenim a vznikaji
dvé buiiky dcefiné se stejnym poctem chromozomti. Jedna z téchto bunck ziistane na ptivodni
bazalni ¢asti kanalku, druha dcefinad buika, nazyvana spermatogonie typu ,,A*“ prochazi pies
sténu Sertoliho bunc¢k a migruje do blizkosti stiedu kanalku. ,,A“ spermatogonie prodé¢lavaji

dal$i mitotické déleni a vznika tak mnoho bunék, nazyvanych spermatogonie typu ,,B*.
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Poslednim mitotickym d€lenim dochazi k tvorbé primarnich spermatocyti. Jednd se o
kulovité buniky ulozené v zdrodecném epitelu nad spermatogoniemi, se svétlou cytoplazmou a
hrubou strukturou jader. Primarni, nebo také spermatocyty I. fadu obsahuji stale jesté dveé

sady chromozomi (Tichy et al., 2004).

Pii dalSim déleni, které¢ je jiz meiotické, dochazi ke vzniku sekundéarnich spermatocyti.
Sekundarni spermatocyty, nebo také spermatocyty II. fadu jsou ulozeny blize stiedu kanalku a
JSOU V porovnani s primarnimi spermatocyty mensi. V prub¢hu dals$iho meiotického déleni

vznikaji spermatidy, které maji jiz poloviéni pocet chromozémi. Z jedné spermatogonie

vznikne u byka v prubéhu téchto déleni 64 spermatid (Reece, 1998).

V obdobi spermatohistogeneze dochazi k pretvoreni spermatid ve zralou spermii. K dozravani
spermatid dochézi v blizkosti centralniho stfedu semenotvorného kandlku a zahrnuje v sobé
procesy zmén cytoplazmatickych a jadernych, které jsou oznacovany jako spermiogeneze.
Béhem spermiogeneze dojde také k vytvoreni bicikli a tim k preméné nepohyblivych
spermatid na bunky relativné pohyblivé. Po dozrani spermatid dojde k vytvoreni spermii,
které ptfechazi do stfedu kanalku a spole¢né s varletni tekutinou jsou splavovany do hlavy
nadvarlete. V nadvarleti pak spermie prochazi fadou morfologickych a metabolickych zmén a
soucasn¢ dochézi ke zvySovani jejich pohyblivosti. Déje se tak v zavislosti na piitomnosti
dihydrotestoteronu, derivatu testosteronu a pfipadné¢ aldosteronu z klry nadledvin. Po

pruchodu nadvarletem jsou spermie shromazd’ovany v ocasu nadvarlete (Peters et Ball, 1995).
3.3.Spermie a jejich metabolismus

Spermie jsou sam¢i pohlavni buiiky, které maji za tikol vyhledat vajicko, proniknout do néj a
pienést genetickou informaci. By¢i spermie dosahuje velikosti 68,9 — 73,9 um (Véznik et al.,
2004). Cely povrch pokryva cytoplazmaticka membrana, kterd je tvofena stejné jako u

ostatnich obratlovct hlavou, kréckem a ocasem (Tichy et al., 2004).

Na hlavé se nachazi akrozom, dale nasleduje postakrozomalni oblast, ktera naseda na krcek.
Kréek oddé€luje hlavu spermie a ocas spojovaci Casti bi¢iku. Nasleduje prstenec, hlavni ¢ast

bi¢iku a koncova ¢ast biciku (Hafez et Hafez, 2000).

Hlavicka mé ovalny a ze stran zplostély tvar. Velikost hlavicky v poméru délka x Sitka x
tloustka dosahuje rozmért 9,5 x 4,1 x 1,6 um. Pfevaznou ¢ast hlavi¢ky od apikalniho konce
pokryva akrozom. Jedna se o organelu obsahujici glykosaminoglykany a enzymy (kyselou
fosfatazu, hyaluronidazu, neuraminidazu a trypsinu podobnou protoazu — akrosin), které jsou

schopny rozstépit pti akrozomadlni reakci zénu pellucidu oocytu a umoznit tak prinik
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genetické informace (Tichy et al., 2004).

Kréek obsahuje proximalni centriol, ktery je uloZzen centralné. PodéIné je pak ulozeno devét
segmentovanych chord. Kréek tak umozfiuje spojeni postakrozomalni pochvy hlavicky a

spojovaci ¢asti bi¢iku o délce 14,8 um (Véznik et al., 2004).

Bicik, ktery je dlouhy v rozmezi 50 — 55 um je nejdelsi Casti spermie. Slozen je ze tii
segmentii — stiedniho, hlavniho a koncového. Jeho funkci je zajisStovani aktivniho pohybu

spermii smérem vpied za hlavickou a tim k moznosti posunu k oocytu.

Pohyb spermie zajistuje energie ve formé¢ ATP, kterd vznikd v mitochondridlni spirdle a je
pfeménovana na mechanickou energii za pomoci komplexu axiadlnich vlaken. Proces pfemény
ATP v sobé zahrnuje reversibilni hydrolyzu na ADP. Energie, ktera pfi této reakci vznikne je
pfenesena do vldken bic¢iku, ktery je za pomoci svych vnitinich struktur schopen vykonat
pohyb. Energie potiebna pro pohyb spermii je ziskdvana také dychanim, kdy jsou spermie za
ptitomnosti kysliku schopny pfeménit respiraci kyselinu mléénou nebo pyrohroznovou na

energii (Véznik et al., 2004).

Pohyblivost, nebo také motilita je zavisla i na pH prostiedi. Mirné zasadité prostiedi motilitu
podporuje, mirné kyselé prostfedi pak motilitu tlumi. Hodnota pH 4, tedy pH poSevniho
prostfedi, motilitu spermii uplné€ zastavi. ProtoZe pohyb spermii je vzdy proti proudu, dochazi
ke stimulaci pohybu produkci sekreti. By¢i spermie piezivd v pohlavnim ustroji samice az

nékolik dni, schopnost oplodnit oocyt ma vsak pouze 20 — 30 hodin (Tichy et al., 2004).
3.4.Pohlavni aktivita byku

Hofirek et al. (2009) uvadi, ze vyvoj samcich pohlavnich orgdnl je zapocat jiz béhem
embryonalniho stadia, kdy dochéazi pisobenim maskulinnich faktorii k zaloZeni varlat. Jesté
béhem nitrodélozniho vyvoje sestupuji varlata do Sourku. V prvnim mésici zivota se zacina
formovat predkozkovy vak, ve druhém mésici se Vv predkozkovém vaku uvolnuje hrot pyje.
Esovité zakfiveni pyje se formuje ve tietim mésici Zivota. Sekre¢ni Cinnost varlat je dana jiz
pfi jejich tvorbé v embryonalnim stadiu. Produkce androgenti v§ak po narozeni prudce klesa a
navysSuje se az s rastem varlat cca ve 3. - 4. mésici. Nasledné se zaCinaji utvaret semenotvorné
kanalky a po patém mésici jsou byci schopni spermiogeneze. Spermie se v semenotvornych
kanalcich zac¢inaji objevovat od 7 mésice zivota, od 10 mésice je mozno provérovat u bykt
kvalitu ejakulatu. Plnohodnotného ejakulatu je vSak dosahovano az po jednom roce zivota.

Pro ucely inseminace zacinaji byt byci vyuzivani ve véku 2 — 3 let staii (Peters et Ball, 1995).
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Pohlavni dospélost nastava u bykad mléénych plemen o néco dfive nezZ u masnych plemen. Je
to dano zejména hmotnosti, kdy jedinci S vétsim télesnym ramcem dosahuji obecné pohlavni
dospélosti pii dosazeni vyS$i hmotnosti nez jedinci s malym télesnym rdmcem. Z ¢asti je

dosazeni pohlavni dospélosti ovlivnéno také geny s pleitropnim u¢inkem (Riha et al., 2004).

Pohlavni aktivita u dospélych byku ve stadé se projevuje po celou dobu. Byk vyhledava tijici
se plemenice, zaznamenava jejich hlasové projevy. Pii vyhledavéani vyuziva své smysly a to
zejména Cich a zrak. Vyuziva pachovych podnétii — feromonil a registruje plemenice, které na
sebe naskakuji. K plemenicim se pfiblizuje, o¢ichava jejich slabiny, o¢ichava a olizuje jejich
moc¢. Jednd se o tzv. lokomocni - sblizovaci reflex. Po o€ichani nasleduje reflex objimaci,
doprovazeny flémovanim a hrdelnim bucenim byka. Byk poklada plemenici hlavu na zad’ a

pokousi se o vzeskok. Nasleduje reflex kopula¢ni a ejakulacni (Louda et al., 2007).

Jednim ze zékladnich pozadavk dobré plodnosti byka je vyraz jeho libida. Libido je
hodnoceno podle sily a rychlosti nastupu a prubéhu jednotlivych reflexdi, zejména
kopulaéniho reflexu, tedy schopnosti paieni. Hofirek et al (2009) uvadi, ze u bykt zatazenych
do umél¢ inseminace je libido hodnoceno v péti stupnich. Nejsilngjsi stupent pohlavni aktivity
je oznacovan jako L4 a projevuje se prudkym chovanim, ndstupem erekce jiz pfi pouhém
spatieni plemenice a reflexem vzeskoku zpravidla do 2 minut. Oznaceni L3 znac¢i normalni
stupenl pohlavni aktivity s reflexem vzeskoku do 5 minut. Stupné L2 a L1 jsou oznacovany
jako slabsi srealizaci vzeskoku do nékolika desitek minut a stupeit oznaceny jako LO
odpovida nedostatecné pohlavni aktivit¢ byka s naprostym nezdjmem o plemenici €i atrapu.

K vzeskoku zpravidla viibec nedojde.
3.5.By¢i ejakulat a ejakulace

Ejakulat bykt je tvofen bélavou nazloutlou smetanovitou tekutinou viskézniho charakteru,
slabé zasadité reakce a charakteristické viiné po Cerstvé nadojeném mléce. Ejakulat obsahuje
dvé slozky. Tekutou casti, kterd zaujima také vétsi cast (90-95 %) je semennd plazma.
Podstatn€ mensi, bunécnou c¢asti jsou spermie. Byc¢i ejakuldt se vyznacuje malym objemem

s velkou koncentraci spermii, ktera ¢ini 0,2 - 2 mil./ul (Marvan et al., 1992).

Spermie jsou tvofeny v semenotvornych kandlcich varlat, semennd plazma je produktem
ptidatnych pohlavnich zlaz. Objem byciho ejakulatu se pohybuje v rozmezi 2 — 10 ml (Louda,
2001). Na tomto pomérné velkém rozdilu v objemu ejakulatu se podili mnoho faktord. Mezi
nejvyznamnéjsi patii ro¢ni obdobi, délka svételného dne, teplota, vyziva, vék, podminky

ustdjeni, oSetfovani a celkovy zdravotni stav zvitete. VSechny tyto faktory ovliviiuji celkovou
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funkci pohlavnich organt, veetné sekreéni ¢innosti ptidatnych pohlavnich zlaz. Peters et Ball
(1995) uvadi, Zze na objem byciho ejakulatu ma vliv také staii byka. Mladi byci vyprodukuji

v prumeéru 1 — 2 ml, u starSich velkych byki je to az 15 ml.

Ejakulace je fizena z reflexniho centra patetni michy, odkud jsou vysilany podnéty pro vyron
semene. Spermie a tekutina z ampule chamovodu a piidatnych pohlavnich zlaz jsou vypuzeny
do mocové trubice. Inervaci a CcCinnosti sympatiku dochazi k posouvani ejakulatu
peristaltickymi pohyby mocovou trubici K vnéjSimu otvoru na zalud pyje. Peristaltické
pohyby zabranuji také zpétnému toku semene a semenné plazmy. Cela ejakulace je

podminéna stimulaci senzorickych nervli umisténych v zaludu penisu (Reece, 1998).

Kopulace u byka trva jen né€kolik vtefin a k ejakulaci dochazi az v samotném zavéru
jednorazovym vyronem semene. Tésné pied vypuzenim spermatu dochazi k aktivaci
bulbouretralnich 714z, které produkuji sekret, upravujici pH mocové trubice. Prostiedi mocové
trubice se tak stdvd vhodné pro prichod spermii. Sekret neutralizuje kyselé prostfedi a

zaroven zajisti vnitini povrch vice hladky, pro snazsi prichod spermatu (Louda, 2001).
3.6.Podminky pro vybér bykil do inseminace

Podle zékona ¢. 154/2000 Sb., o Slechténi, plemenitb¢é a evidenci hospodaiskych zvifat a o
zmeéné nékterych souvisejicich zakond (plemenaisky zakon), mize byt k plemenitbé pouzito
pouze sperma plemenikt, ktefi jsou registrovani v ustfednim registru plemenikt. Plemenik je
registrovan na zaklad¢ Zadosti, kterd obsahuje doklad o vybéru plemenika, doklad o zapisu
plemenika do plemenné knihy, osvédcéeni o ovéfeni pivodu nebo o genetickém typu,
potvrzeni pivodu a osvédéeni o negativnim vysledku testh na BLAD a CVM. Pti dovozu
plemeniki ze zahrani¢i jsou pozadovany jest¢ dalsi doklady uvadé¢jici napi. plemennou

hodnotu a geneticky typ.

Vybirani jsou vétSinou byci ze zamérného piiparovani. Byci pro inseminaci musi dosahovat
pozadované urovné rodokmenové hodnoty (RH), coZ je primérné aktualni plemennd hodnota
nebo selekéni index obou rodi¢h. DalSim kritériem je zdravotni stav, rastovy standart a

funk¢ni utvareni zevnéjSku bez zjevnych vad a genetickych poruch.
3.6.1. Odchov plemennych byku

Pied samotnym odchovem plemennych byku je nutné neopomenout obdobi do odstavu, které
je pro budouciho plemenika velice dualezité. Diiraz je kladen zejména na vyrovnany ruast
v tomto obdobi, ktery je zakladnim ptfedpokladem uspéchu byka v testu. Na podminkach

odchovu bycki se nejvice podileji chovatelské svazy jednotlivych plemen. Odchov probiha
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rizné¢ u jednotlivych typli plemen podle vypracovanych metodik pro provoz a podminky

odchovu (Louda et al., 2007).

Byci mléénych plemen jsou odchovavani chovatelem nebo v odchovné plemennych bykd,
masnd plemena jsou odchovavana ve schvalenych odchovnach pfimo u chovatele nebo
v odchovnach plemennych bykt a bycci kombinovanych plemen jsou odchovavani v centralni
odchovné byka. Rozdil mezi jednotlivymi typy plemen je také v provadéni zkousky vlastni

uzitkovosti, kterd se u mlé¢nych plemen béhem odchovu neprovadi (Louda, 2001).

U masnych plemen jsou bycci vykupovani do odchoven zpravidla po odstavu. Kromé
zkousky vlastni uzitkovosti je dale provadéno testovani spotieby krmiv a u byki vyuzivanych
pro inseminaci také provétovani kvality spermatu. Bycci jsou v odchovnach plemennych
bykl rozdéleni do tfi turnusii, podle rozmezi mésicl data narozeni. Dilezité je zatadit
V turnusu byky do jednotlivych skupin podle hmotnosti, véku a plemene S maximalnim
pocétem do 10 kust. Pocetné nejvice zastoupenym turnusem je prvni turnus — byci narozeni od
listopadu do bfezna. Prodej pak probihd v mésicich duben az kvéten. Odchov byckl
V odchovnach plemennych bykil je roz€lenén do tii obdobi. Jedna se o ptipravné obdobi,
trvajici 30 dni. Po tuto dobu ma byt zajiSt€éna adaptace bycka do prostiedi a podminek
odchovny. Byktim je zaveden nosni krouzek. Po uplynuti tficeti dnti probiha vlastni test,
trvajici 120 dni. Nésleduje obdobi po skonleni testu, trvajici minimalné 20 dni, které slouzi

K ptipravé byka pro zakladni vybér (Malat, 2012).

Byc¢ci kombinovanych plemen S pfiméfenou hmotnosti a bez exteriérovych vad, jsou
vykupovani do odchoven ve vé€ku cca 120 dni. Ustajeni je vazné nebo volné, kdy jsou tvoieny
skupiny po 15 kusech. Dulezité je zachovat mezi jedinci minimalni vékovy rozdil. Cilem testu
vlastni uZitkovosti je zjiStovani rustové schopnosti ve vztahu ke spotiebé krmiv. Zkouska
vlastni uzitkovosti trva od 121. do 365. dne véku byka. Do roku 1999 byl test ukoncen az ve
veku 420 dnt (Kulovana, 2001).

Kazdy byk mé zaveden v pocitaci svou evidenc¢ni kartu, do které jsou zaznamenavany udaje o
primérném dennim piirastku hmotnosti v obdobi zkousSky, o kapacité téla a télesného ramce
vyjadieného vyskou v kiiZi ve 365 dnech v€ku byka. Doplnény jsou také tidaje o hmotnosti
byka ke dni vybéru pro plemenitbu, primérny denni pfirGstek hmotnosti od narozeni do
vybéru a vlastni plemenna hodnota pro rist. Ve véku 14 mésic jsou byci zatfazovani do

plemenitby a nabizeny organizacim nebo chovatelim (Louda et al., 2007).
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U bycka mlécnych plemen neni béhem testace zjistovana jejich vlastni uzitkovost, nybrz je
provadéno testovaci pfipafovani, diky kterému je ziskan dostateCny pocet informaci o
vlastnostech dcer pro zvysSeni spolehlivosti odhadu PH. Do testace jsou zatazovani bycci
maximaln¢ do 24 meésicii véku a samotna testace trva optimalné 2 — 3 meésice (nejdéle 6
mésici).

3.6.2. Hodnoceni zkouSky vlastni uzitkovosti

Selek¢nimi kritérii pro hodnoceni testace zkousky vlastni uzitkovosti jsou primérny denni
prirastek zivé hmotnosti v obdobi testu, vyska v kiizi, primérny denni pfiriistek od narozeni

do zakladniho vybéru a spotieba jadrmych krmiv na 1 kg prirastku.

Primérny denni pfirtstek v obdobi testu od narozeni do zdkladniho vybéru je zjistovan
vazenim byku, které se provadi pifi pfesunu byka do odchovny a dale pak na zacatku a na
konci testace a to dva po sob¢ jdouci dny. Vyska v kiiZi je méfena na konci testace ve véku
365 dnii. Méfeny jsou i dalsi télesné rozméry, jako napt. vyska v kohoutku, Sitka a délka

panve atd. Hodnoty se eviduji v Evidenc¢ni karté odchovu byka (Louda, 2001).

Ve véku od 10 — 12 mésict je u byckil provadéna kontrola kvality spermatu a soucasné s tim 1
pohlavni aktivity. ZkouSka je provadéna jedenkrat tydné a byk je tak zaroven pfipravovan na
odbér do umeélé vaginy. U odebraného ejakulatu je hodnocen objem, koncentrace a vyskyt
patologickych spermii. Dale se hodnoti vyvin varlat a nadvarlat, schopnost vysunovani pyje,

pribéh ejakulace, temperament a pohlavni aktivita zvifete.

Kromé téchto stanovenych kritérii je hodnocen exteriér zvifat. Hodnoceni provadi pfedem
sestavena komise, slozend z pracovnikii Ceského svazu chovateli masného skotu i
jednotlivych chovateli. Jednotlivé znaky exteriéru jsou hodnoceny bodovou stupnici.
Zaznamenavany jsou vady exteriéru a vysledky jsou dostupné na webovych strankach

CSCHMS. Selekce se pohybuje v praméru okolo 70 % (Malat, 2012).
3.6.3. Vyziva a krmeni by¢ki v odchovu

Plemenni byci jsou jednou z nejcennéjSich kategorii skotu, nebot’ pravé oni rozhoduji o
kvalité celého stada. Vyziva se tedy nepochybné promitne do vysledné kvality odebraného
ejakulatu, a proto je pii jejim dodrzovani kladen diraz na plnéni pozadavkt pro potiebu zivin
provazanych jejich vzdjemnym pomérem. Dillezitym znakem je biologicka 1 dieteticka
hodnota pouzivanych krmiv. Absolutné nepfipustné je zatazovat hygienicky 1 dieteticky
nekvalitni krmiva, nebot’ jejich zkrmovani ma dlouhodobé nasledky na zdravotni potize pfi

reprodukci. Kvalita a kvantita spermatu tak mize byt zménéna i s relativné dlouhym ¢asovym
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odstupem. Mladi byci jsou navic ke vS§em témto zmeénam velice vnimavi a snizeni bilkovinné

wrwe

Bycci jsou do odchovny piemisténi ve véku 120 dnil, kdy je zkrmovana mlé¢nd krmna smés
Laktosan. Hmotnost krmné davky se pohybuje v rozmezi 0,7 — 0,8 kg na kus a den. Od 2. dne
nasleduje zkrmovani krmné smési typu startér — smés pro asny odchov telat (COT). Na konci
odstavu je krmnd smés startér zkrmovana v krmné denni dévce 2,0 — 2,5 kg na bycka. Obdobi
odstavu je velice stresovy faktor, kdy je zvife odlou¢eno od matky, pfechazi do nového
prostiedi a navyka si na jinou krmnou smés, proto je velice dilezité zajistit v tomto obdobi
krmnou davku s vysokym obsahem energie a nizkym podilem objemné pice. Postupné je
krmna smés COT nahrazovana krmnou smési pro odchov plemennych bykti — BO. Technika
krmeni probiha ze zacatku 3 x dennég, postupem cCasu se krmi pouze 2 x denné. Dilezité je

béhem celého odchovu zajistit bykiim ptistup k Cisté pitné vodé (Louda, 2001).

Vyziva bykl je zaloZena pfevazné na zkrmovani objemnych krmiv, sena, kukufi¢né silaze,
ususkd a krmnych okopanin. Dilezité je zajistit vysokou kvalitu krmné davky, uspokojit
pozadavky na obsah Zivin a to vSe s ohledem na cenu. Dostate¢ny pfisun energie zajist'uji
koncentrovana krmiva na bazi obilovin. Krmivo musi obsahovat vyvazeny pomér vitamind,
mineralnich latek a stopovych prvkl a to zejména zinku, selenu a médi, které maji zasadni

vliv na kvalitu ejakulatu. Z aminokyselin jsou pro vyzivu dulezité lysin, arginin a tryptofan.

Suchy et al. (2011) uvadi, Ze na plodnost bykl a s tim souvisejici také tvorbu semene ma
negativni vliv nadmérnd a jednostranna vyZziva, €asté zmény krmné davky, nadmérny piijem
dusikatych latek, vyS$i obsah Zivoc¢iSnych krmiv jako naptiklad odstfedéné mléko, malé
mnozstvi energie, nedostatek aminokyselin (lysin, methionin, arginin, tryptofan), podavani
lusténin (hrach, bob) a nékteré zeleniny (kapusta), suSené vypalky, makové, konopné nebo
Inéné pokrutiny, Srot zvikve, hygienicky a dieteticky narusené krmivo, mykotoxiny,
insekticidy, herbicidy, vyssi davky antibiotik, tézké kovy (olovo, kadmium), nizky obsah
zinku, manganu, zeleza, vapniku, fosforu, nizky obsah vitaminu (A, B-karoten, D, C, B1) a
dlouhodobé nedostate¢né napajeni. Pozitivni vliv na tvorbu semene a plodnost naopak
zajistuje zkrmovéani lu¢niho sena, jetele, vojtésky, fepy cukrovky, melasy a Ilehce
stravitelnych sacharidi, poddvani kompletni krmné davky s optimalnim zastoupenim

dusikatych latek, aminokyselin, stopovych prvkl a vitaminti.

Vyziva byka v odchovu je podfizena zdvaznou metodikou. Hlavnimi slozkami krmné davky

jsou objemna krmiva a jadrné smési, jejichz zkrmovani je provadéno s ohledem na
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normovanou potiebu zivin byckd. Vzhledem k odlisnym narokiim na krmnou davku u
jednotlivych plemen byly na zdklad¢ jednotlivych Slechtitelskych programi stanoveny vyse
dennich pfirtstk. Byc¢ci jsou dale krmeny také s ohledem na Zzivou hmotnost a vytizeni dle
zavedeného systému. Uroven vyzivy bycki kombinovanych plemen je stanovena na vysi
denniho pftirdstku 1200 g, masnd plemena mensSiho télesného rdmce dosahuji dennich
ptirtstkt 1300 g, plemena vétsich télesnych ramcti az 1500 g. Kontrolni a dozorovou ¢innost
nad vyzivou bykt provadi dle zakona o §lechténi a plemenitbé ve viech odchovniach Ceska

plemenarska inspekce (Malat, 2012).
3.7.0dbér ejakulatu

Na inseminaéni stanice jsou pfesouvani pouze plemenni byci prosti nebezpecnych nakaz.
Proto jsou 30 dni pfed samotnym piesunem bykil na inseminacni stanice vySetfeni na bovinni
tuberkuldézu, bovinni brucelozu, Campylobacter foetus var. venerealis, trichomonozu a
enzootickou leukozu s negativnim vysledkem. Negativni vysledek musi byt také na IBR a
BVD/MD. Po piesunu na insemina¢ni stanici bykti jsou provadéna v prvnich 28 dnech jesté
dalsi vySetteni. Po tuto dobu jsou byci izolovani v karanténé. Pokud vyjdou vSechna vySetfeni

negativni je mozno zafadit byka do provozu a zahajit pravidelné odbéry (Hofirek et al., 2009).

CRV (2009) uvadi, Ze jeste¢ pred samotnym odbérem ejakulatu je tieba peclivé piipravit
umélou vaginu. PouZivana je uméla vagina zkracend, 30 cm dlouhd, kterad je ve své spodni
¢asti vybavena sbéraci polyetylénovou tubou ve tvaru kornoutu. Vagina musi byt pied
zahdjenim odbéru uchovavana o pokojové teploté ve vyhfivaném prostoru. Velice dllezita je
hygiena a sterilita, proto je nutné, aby inseminacéni technik pouzival ¢isty pracovni plast’ a
vhodnou pracovni obuv. Pfed samotnym zékrokem si pak umyje ruce teplou pitnou vodou a
mydlem. Odbér je provadén v pfedem stanovenou dobu, ne dfive nez 3 hodiny po nakrmeni.
U bykt do dvou let véku 1 x tydné, starsi plemenici jsou odebirani i vice nez dvakrat za tyden

(Louda et al., 2007).

Louda (2001) vysvétluji, ze pted odbérem piekontroluje technik té€snost mezistén vaginy a
prostor naplni asi 100 cm® vody, ktera zajisti teplotu uvniti vaginy vV rozmezi hodnot teploty
téla, tedy 38 — 40 °C. Uméla vagina se opatii jednorazovym polyetylenovym sbéracem a mezi
sbéra¢ a vlozku je vlozen savy sterilni papir, ktery slouzi k zachyceni povrchovych necistot.
Takto oSetfenou vaginu vlozi technik do termostatu o teploté 40 °C. Po vyjmuti z termostatu
je umeld vagina vymazana sterilni vazelinou pomoci sterilni sklenéné tyCe. Stény se

dofouknou, tak aby tlak uvniti dosahoval 530 kPa.
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Peters et Ball (1995) ve své publikaci uvadi, ze jako atrapa jsou vyuzivani ostatni kastrati,
nebo klidni byci ¢i kravy, které je vSak nutné pravideln¢ stiidat. Vyuzivany mohou byt také
umeéle zkonstruované makety, oznacované jako fantom. Atrapa je umisténa ve vnitinim nebo
venkovnim ptipoustédle. OSetrovatel ji musi pevné zafixovat a pted kazdym odbérem i po

odbéru ji musi G¢inn¢ vydezinfikovat a osusit.

Louda et al. (2007) popisuji piipravu byka na odbér, kdy je v prvé fadé provedena fadna a
dokonala ocista predkozky pomoci vlazné mydlové vody. Dale oSetiovatel pfipravenému
byku ocisti pfedkozku a chvostek suchou buniéitou vatou a piinuti ho vyskocit na fantéom, pod
kterym jiz ¢eka inseminacni technik. Technik je postaven na pravé strané nebo pod atrapou,
vaginu drzi v pravé ruce otocenou ustim dolti a na levé ruce mé nasazenou jednorazovou
rukavici. Byk je vydrazdén, dochazi k vysunuti pyje a zaénou odkapavat vymeésky pohlavnich
ptidatnych zlaz. V té chvili d4 inseminacni technik pokyn oSetfovateli, ktery umozni byku
skok na atrapu. Pfi skoku technik uchopi byka levou rukou za pyj, odkloni ptfedkozku a

zavede pyj do UGsti umélé vaginy. Po n¢kolika malo sekundach je proveden odbér ejakulatu.

Pro udrzeni hygienické nezdvadnosti odebran¢ho ejakulatu je nutné drzet vaginu stim dol a
neprodlené po odbéru dopravit tubu se spermatem do laboratofe, kde laborantka odebere
vzorek ejakulatu a stanovi pocet spermatickych bunck. Pomoci pocitace je stanoven pocet
inseminacnich davek, které je moZzno z odebraného ejakulédtu ptipravit. Vypocet je proveden
na zéklad¢ koncentrace spermii a objemu odebraného spermatu. Do odebraného semene piida
laborantka fedidlo a zhodnoti pod mikroskopem pohyblivost spermii, kterd musi dosahovat

minimalné 70 % aktivniho pohybu vpied za hlavickou (CRV, 2009).

Po odbéru je nutné umélou vaginu dikladné vycistit. Vagina je proplachnuta horkou vodou a
za pomoci kartacku vyciSténa 2-3 % sodnym roztokem. Nasledné je vagina dezinfikovana 1
% roztokem septonexu, oplachnuta horkou vodou a osusena. Pro dezinfekci vnittku umélé
vaginy je pouzivan 96 % alkohol. Pfed odbérem je vnitfek umélé vaginy sterilizovan
germicidni 15 W zarovkou po dobu 5 minut nebo za pomoci autoklavu pfii teploté 115 °C,

ptetlaku 0,7 atm po dobu 10 — 15 minut (Louda, 2001).

Pokud nejsou byci schopni ze zdravotnich diivodi odbéru pomoci umélé vaginy a jedna-li se
o byky zlepSovatele, mize ve vyjimecnych ptipadech dojit k odbéru semene pomoci
elektroejakulace. Odbér probiha za pouziti bipolarnich tyCovych elektrod, které se zavadi

rektalni cestou do panevni krajiny. OSetfovatel musi pfipravovanému bykovi zafixovat zadni

20



koncetiny, vyprazdnit rektum a vydezinfikovat ptedkozku. Pouze pro diagnostické ucely je

pak provadén odbér ejakulatu pomoci masaze ampuli chamovodu.
3.7.1. Hodnoceni znaki kvality ¢erstvé odebraného ejakulatu

Pozadavky na kvalitu byc¢iho ejakulatu, ktery je urCen pro vyrobu inseminacnich davek jsou
uvedeny v CSN 467111 Sperma byka, v ptilohach vyhlasky Ministerstva zemédélstvi ¢&.
471/2000 Sh., kterou se provadi néktera ustanoveni zakona ¢islo 154/2000 Sb., o Slechténi,
plemenitb¢ a evidenci hospodarskych zvirat a v Metodickém pokynu €. 04 Statni veterinarni

spravy ze dne 5.5.1994 (Hofirek et al., 2009).

Hodnoceni znakl kvality spermatu probiha v nékolika stupnich. Prvnim stupném je zakladni
vybér, ktery musi byt zahajen nejpozdéji do 10 minut po odbéru. Zjistén je objem ejakulatu,
provedeny ihned po odbéru (Peters et Ball, 1995). Ejakulidt je posuzovéan cerstvy ve
specializované laboratofi, ktera zaruci sterilni prostfedi o teploté 20 — 25 °C. Pro posouzeni,
zda je ejakulat vhodny k dalSimu zpracovani ¢i nikoliv je vyuzito mnoho laboratornich metod,
které zahrnuji makroskopické a mikroskopické hodnoceni ejakulatu, biologické a
biochemické zkousky ejakulatu, morfologické vysetfeni spermatu, pouziti fluorescenéni
mikroskopie, penetracni aktivity spermii, hodnoceni zmrazeného spermatu, mikrobiologické

vySetieni atd. Stanoven je stupen fedéni (Louda et al., 2008).

U odebraného ejakulatu lze témito zpusoby zjistit jeho celkovy objem, pocet spermii
Vv inseminacni davce, aktivitu spermatickych bunck, mnozstvi spermii, které maji schopnost
oplodnit vajicko a zjistit jakd je jejich skutecna oplozovaci schopnost. Stanoveni poctu
zivotaschopnych spermii v odebraném ejakulatu je diilezité pro zjisténi oplozovaci schopnosti
vyrabéné inseminaéni davky. Cim vice Zivotaschopnych spermii davka obsahuje, tim vyssi je
také jeji oplozovaci schopnost. Svou roli zde hraje i1 kvalita spermii. VyS$§i pocet spermii
s defektem ¢i morfologicky nedostatecné vyvinutych znaci snizeni oplozovaci schopnosti

davky (Louda et Cefovsky, 1994).

U odebraného ejakulatu je sledovdno procento patologickych spermii, které slouzi jako
kli¢ova informace k dalSimu posuzovani. Patologické zmény zasahuji nejprve cytoplazmu a
az poté jadro spermatické bunky. Piipustny vyskyt patologickych spermii v odebraném

ejakulatu je stanoven riizné. A pohybuje se v rozmezi od 15 — 20 % (Eibl, 1959).

Podstatu jednotlivych zplisobt laboratornich vySetfeni vysvétluje ve své publikaci Louda
(2001). Po zékladnim zhodnoceni nasleduje makroskopické vysetieni ejakulatu, kdy je

zhodnocena barva, objem, konzistence, pach a vyskyt cizich pfimési. Mikroskopické
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hodnoceni odebraného ejakuldtu zahrnuje hodnoceni aktivity spermii, které se provadi pod
svételnym mikroskopem. Hodnoti se aktivni pohyb spermii za hlavickou vpied. Hodnota se
vyjadiuje v procentech a pro kryokonzervaci je nutné minimalni aktivita 70 %. Dale je to
stanoveni hustoty ejakuldtu a to dvéma zplsoby: fotometricky a hematocytometricky

v Biirkerové komurce.

Principem biologickych zkousek je testovani odolnosti spermii vici nejriznéj§im vnéjSim
vlivim. Testovany jsou spermie na zékladé¢ dlouhodobého chladového Soku, kratkodobého
tepelného testu nebo naptiklad na pisobeni 1 % roztoku NaCl. Na zaklad¢ biochemickych
zkousek je mozno zjistit zivotaschopnost a oplozovaci schopnost spermii podle rychlosti
rozkladu fruktézy v semenné plazmé. Morfologické metody vysetieni spermatu jsou zalozeny

na principu barveni nejriznéjSimi zptisoby.
3.7.1.1.Stanoveni objemu ejakulatu

Jednim z nejzédkladnéjSich a také nejsnazsich vySetfeni byc¢iho ejakulatu, provadéném na
inseminac¢nich stanicich je stanoveni objemu ejakuldtu. U byka je posuzovano kompletné
celkové mnozstvi ziskaného ejakulatu, které by nemelo u dospélych darcti poklesnout pod 4

cm® (Véznik et al., 2004).

Louda (2001) uvadi, ze ke stanoveni objemu dochazi ihned po odbéru a to méfenim
v kalibrovaném valci nebo vazenim na automatické vaze. Zplsob stanoveni je zavisly na
nadobé pouzité pro odbér. Pokud je ejakuldt odebran do umélohmotnych kolektor vyuZiva se
vazeni. Ejakulat ziskany do nadob se méfi vétSinou v kalibrovanych vélcich, poptipadée také
vazenim a ejakuldt o velmi malém objemu je stanoven pomoci mikropipety. Dllezité je
pouziti dvouplaStovych odmeéfovacich nadob zakrytych izolatnim obalem a pomtcek 0

teploté v rozmezi 37 — 38 °C (Véznik et al., 2004).
3.7.1.2.Stanoveni koncentrace spermii

Stanoveni koncentrace, neboli hustoty byciho ejakulatu je dilezitou informativni slozkou o
jeho kvalité. Vliv na kone¢ny vysledek maji zejména faktory vnitiniho prostiedi organismu,
které negativné ovlivituji tkan€ pohlavniho systému byktl, zejména funkci semenoplodného
epitelu varlat. Déle je vysledek ovlivnén vékem plemenika, zdravotnim stavem, pfipravenosti

a technikou odbéru (Louda, 2001).

Pro zjistovani koncentrace je mozno vyuzit nékolika metod. Metodou, ktera je pouzivana
zejména v rutinnich laboratofich a jejiz vysledek je rychly a pomérné piesny, je pouziti
fotometrick¢é metody stanoveni koncentrace. Podstatou je nefelometrické stanoveni stupné
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zakalu nafedéného semene, ktery je odecitdn ze stupnice specificky kalibrovaného
nefelometru. Vyhodou je spotfeba velmi malého mnoZzstvi semene. Pro stanoveni je pouZzito
0,1 ml odebrané¢ho ejakulatii, ktery je zfedén 10 ml fyziologického roztoku nebo citratu

sodného (Véznik et al., 2004).

Dalsi metodou je stanoveni koncentrace haematocytometricky. Odebrané byc¢i semeno je
nasato do melanzéru na ¢ervené krvinky po znacku 0,5 a doplnéno Hayemovym roztokem po
zna¢ku 1,01. Tato smés, v poméru 1:200 se homogenizuje, nékolik kapek je odkapnuto na
bunicitou vatu a nasledna kapka je kapnuta na pocitaci plochu Biirkerovy komurky a zakryta
krycim sklickem. Nésleduje pocitani spermii podle stanoveného vzorce s pfihlédnutim na

stupen ziedéni, vysku komirky, pocet étverecku apod. (Hofirek et al., 2009).

Banickova metoda pocitani bunék v roztoku je obdobou haematocytometrického pocitani
bunck. Spermie jsou vSak pocitany v misicich banikach (VE&znik et al., 2004). Vyuzit Ize také
metodu stanoveni spermiodenzimetrem podle Karrase, kdy je do Karrasova klinu
odpipetovano potiebné mnozstvi ejakulatu a doplnéno roztokem. Po promichadni je hodnota
odectena ze stupnice spermiodenzimetru. Ve vyjimecénych piipadech lez koncentraci na

inseminacnich stanicich stanovit za pomoci odhadu (Louda, 2001).
3.7.1.3.Stanoveni aktivity spermii

Aktivita spermatickych bun¢k v odebraném ejakuldtu je posuzovana na zéklade
procentudlniho vypoctu spermii, vykazujicich aktivni pohyb vpted za hlavickou. Hodnoceni
je provadéno v ejakulatu, ktery je nafedén fyziologickym roztokem pufrovanym fosfatovym
pufrem na pH 6,8. Hodnoceni je provadéno pod mikroskopem v minimalné tfech zornych
polich, na podloZce ptedehiaté na teplotu 35 — 37 °C. Vyslednd hodnota je udavana bud’
Vv procentualnim zastoupeni, nebo v bodové stupnici, kdy jeden bod vykazuje aktivitu 20 %
(Véznik et al., 2004).

Hofirek et al. (2009) uvadi, Ze minimdlni aktivita byciho ejakulatu, ktery ma byt nasledné
pouzit pro umélou inseminaci by mél byt niz§i nez 70 %. Primérnd rychlost, kterd je

zjistovana pomoci spermiofotogrammetrie nebo spermiokinezografie je u bykt 80 um/s.
3.7.1.4.Stanoveni Zivych a mrtvych spermii

Podstata zjistovani zastoupeni zivych a mrtvych spermii v odebraném ejakulatu je zalozena
na rozdilné afinité téchto spermii k barviviim. Spermie mrtvé, nebo oslabené dokéazi barvivo

pfijimat. Zivotaschopné spermie tuto vlastnost postradaji. Barvivo jejich membranou totiz
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nedokaze proniknout. Od roku 1940 bylo vyuzivano barveni spermii za pomoci eozinu,

postupné bylo spektrum barviv rozsitovano (Véznik et al., 2004).

Hofirek et al. (2009) uvadi, Ze v soucasnosti je nejvice pouzivanou metodou barveni eozin-
nigrozinem podle Bloma, kdy je na podlozni skli¢ko kapnuta jedna kapka semene a jedna
kapka eozinu. Po pll minuté se piidaji dvé kapky nigrozinu. Natér je hodnocen pod
mikroskopem. Mrtvé spermie jsou po pouziti nigrozinu rizové zbarvené, odumirajici a

oslabené jsou zbarvené pouze z Casti, nebo do polovicky hlavicky a jsou fazeny mezi mrtvé.
3.7.1.5.Morfologicky pocet spermii

Morfologické zmény na spermiich mohou vzniknout bud’ béhem vyvoje spermii, nazyvaji se
vyvojovymi zménami a jsou castéjsi, nebo se jednd o zmény ziskané, které vznikaji az po
Gplném ukonéeni vyvoje. Castym jevem vzniku morfologickych spermii je naruieni
doprovazenych vyskytem dvojcat spermii, mikro a makrospermii ¢i diplozomnich spermii.
Béhem spermiogeneze pak muze dojit ke zméndm na hlaviéce, ve vyvoji akrozomu,
patologickému spojeni krcku, abnormdlnimu utvafeni mitochondridlni spirdly nebo
abnormalnim zménam na biciku spermii. Zmény na biciku pak mohou postihovat spermie 1
V pozd¢jsi fazi ptfi prichodu vyvodnymi cestami. Obdobi dozravani je spojeno s moznymi
zménami funkCénosti membran, zvySenou permeabilitou, snizenim nebo ztratou
enzymatického vybaveni nebo sniZeni celkové urovné mitochondridlni funkce. Déale dochazi
ke staceni bicikl, dekapitacim, neboli oddélovanim hlavicek nebo k porucham pohyblivosti

spermii (Véznik et al., 2004).
3.7.2. Redéni a fedidla ejakulitu

Ptfed konzervaci semene hlubokym zmrazenim je nutné provést fedéni ejakuldtu pomoci
vhodného fedidla, které obsahuje slozky, zajistujici pro spermie optimalni prostiedi (Peters et
Ball, 1995). Pro vyrobu pejet jsou nejcastéji vyuzivana fedidla Tris v kombinaci s20 %
vajeCnym zloutkem a 6 — 7 % glycerolem. Méné Casto jsou pouzivana fedidla mlécna
obsahujici 10 % Cerstvého nebo suseného mléka v kombinaci s 5 — 10 % vaje¢nym Zloutkem
a7 — 8 % glycerolem. Pro vyrobu pelet jsou pak vyuzivana fedidla obsahujici 20 % vaje¢ného
zloutku, 3 — 5 % glycerolu a zbytek je doplnén jedenactiprocentnim roztokem vodného
roztoku laktozy. Jednou z moznosti je také doplnéni fedidel 3 % roztokem citratu sodného

s pH = 6,7 (Louda et Cefovsky, 1994).
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3.7.2.1.Pozadavky na Fedidla

Pouzitim fedidel dojde k vytvoteni vhodnych podminek pro pieziti spermii in vitro. Bez jejich
aplikace by postupné¢ doslo k poskozovani spermatickych bunék, vedoucich k jejich
odumieni. Pouzivana fedidla musi zajistit dostate¢né nafedéni ejakulatu, ochranu
spermatickych bun€k proti chladovému Soku, musi zajistit dostatecny energeticky zdroj,
dobrou pufrovaci schopnost, musi mit nizky obsah elektrolytu, pozadovany osmoticky tlak,

odpovidajici pH, musi byt sterilni, netoxické a ekonomicky dostupné (Louda, 2001).

Aby si jednotlivé inseminacni davky uchovaly dostatecnou aktivitu spermatickych bun¢k pro
jejich dalsi distribuci a obchod, je nutné natfedit odebrany ejakulat vhodnym tedidlem, které
obsahuje slozky zajistujici spermatickym bunkdm vhodné prostiedi pro jejich preziti.
Natedénim byciho ejakulatu je mozno ziskat az nékolik stovek ID. Veskeré komponenty

fedidel jsou rozpustény v dvakrat destilované vodé nebo v UHT mléce (Peters et Ball, 1995).

Pti zmrazovani jsou spermatické buiiky bez dodate¢né ochrany vystaveny chladovému Soku,
ktery muze zpusobit jejich rozruseni nebo zniceni. Proto jsou pro zajisténi dostatecné ochrany
téchto bunék vyuzivana fedidla s obsahem vaje¢ného Zzloutku (Huopalahti et al., 2007).
Pouzivéna jsou také fedidla mlécna nebo v kombinaci vaje¢ného zloutku a mléka. Jako dalsi

komponenty fedidel je pouzivan glycerol, glutamin, tris, kyselina citronova a fruktéza.

Pro pieziti spermii mimo organismus je nutno dodat dostatecné mnozstvi energie. V fedidlech
je pouzivana jako zdroj energie fruktdza. Kyselina mlécnd, kterd vznikd jako vysledny
produkt metabolismu spermii, mize zasadné snizit hodnotu pH byciho ejakulatu. Pro
zamezeni tohoto stavu jsou pouzivany nejruzngjsi pufry jako citrat, fosfat nebo tris. Vhodny
osmoticky tlak zajisti spravnd koncentrace cukerné slozky v fedidle. Pro zajiSténi sterilniho
prostiedi jsou do fedidel pfidavana antibiotika. Redidla je nutno p¥ipravovat vzdy &erstva, ve
sterilnich a cistych podminkach, aby bylo zamezeno pienosu virovych onemocnéni

Vv inseminacnich davkach (Peters et Ball, 1995).

Pti vyrobé ID dochazi k fedéni odebraného ejakulatu ihned po odbéru, a to za teplotnich
pokojovych podminek v laboratofi (18 — 22 °C), po zchlazeni ejakulatu na 4 °C nebo
kombinaci obou zpiisobii. Thun et al. (2002) zjistili, Ze na kvalitu inseminac¢nich davek po

rozmrazeni maji vliv také podminky, za kterych byl ejakulat fedén.

3.7.2.2.Vyznam vajecného Zloutku v fedidlech
pfi vyrobé inseminacnich dévek jiz mnoho let. Hlavni prioritou vajecného zloutku je zajiSténi
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dostate¢ného prisunu energetické vyzivy pro spermatické bunky a splnéni nutnych
katabolickych pozadavkd, které umozni vysokou motilitu spermii az po dobu nékolika hodin
(Phillips, 1939). Pfidanim obsahu vaje¢ného zloutku do fedidel dochazi ke zvySeni odolnosti
proti chladovému Soku a celkovému zlepSeni piezitelnosti spermatickych bunék pii

nasledném skladovani (Kampschmid et al., 1953).

Pti uchovéavani nafedéného ejakulatu zvysSuje prezitelnost a dlouhovékost spermatickych
bun¢k také technologie samotného skladovani. Pokud je odebrany a nafedéni ejakulat
ponechan, napi. pies noc v chladu pii teploté 4 °C a zmrazovan az druhy den, dochazi za
pouziti fedidel obsahujicich vajeény zloutek k celkové vyssi prezitelnosti a dlouhovékosti

spermii (Muifio et al., 2007).

Nejlepsi ochranou slozkou vaje¢ného zloutku je podle mnoha studii ziejmé LDL (low-density
lipoprotein). Pace a Graham (1974) se podrobngéji zabyvali tfemi slozkami vaje¢ného zloutku.
Jednalo se o slozku LDL, ve vodé rozpustnou frakci a granuly s dikazem, ze pravé pouziti
granul v fedidlech ma nejvice Skodlivych G¢inkti na pohyblivost spermii. Podobné tvrzeni ve
své praci také uplatiuji Amirat et al. (2004), ktefi uvadi, ze pti pouziti Zloutku s nizkou
hustotou v fedidlech byla po rozmrazeni zjisténa dvojnasobné vyssi pohyblivost spermii, nez
u fedidel obsahujicich kompletni vaje¢ny Zloutek. Rozdilna koncentrace LDL poskytuje totiz
lepsi ochranu pro spermatické buiiky (Moussa et al., 2002). Vyznam ochranné funkce LDL

byl zaznamenan i v dalSich studiich u jinych hospodatskych zvitat.

Ne vSechny slozky, které vajeény zloutek obsahuje, jsou tedy pro ptezitelnost spermatickych
bun€k vhodné. Amirat et al. (2005) provedli pokusy s ¢erstvym i zmraZzenym spermatem ve
trech riznych typech fedidel se zjisténim, ze komercné vyrabéné fedidlo Triladyl, obsahujici
vajecny Zloutek je pro spermie vice Skodlivé nez LDL a Biociphos. Studium moznosti, jak
odstranit skodlivé latky, které vajecny zloutek obsahuje a které maji na spermatické buiky

negativni vliv je otdzkou budoucnosti a vyzaduje dalsi a podrobnéjsi zkoumani.
3.7.2.2.1. Ochranné ucinky LDL p¥i kryokonzervaci

Mechanismus uc¢inku ochranné funkce LDL ve vaje¢ném Zloutku neni doposud presné znam.
Provéfeno je vSak né€kolik riznych teorii 0 kladnych ucincich LDL na zvySeni ptezitelnosti
spermii pii dlouhodobém skladovani v tekutém dusiku. Nejcasteji prokazanym mechanismem
ucinku ochranné funkce LDL je jeho schopnost navazat na sebe spermatické burnky. Vytvoren

je tak jakysi ochranny film, ktery po dobu skladovani uchovava spermie pii zivoté (Watson,
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1976; Foulkes, 1977). Podstata ochranné funkce je zaclenéni fosfolipidi do membran

spermatickych bun¢k a nasledna vymeéna nékolika lipidt (Graham et Foote, 1987).

Znamym faktem je, ze Semenna plazma, ktera je v ejakulatu obsazena podporuje pohyblivost
a oplozovaci schopnost spermii. Shannon (1956) vSak zjistil, ze pti dlouhodobém skladovani
dochazi k degradaci membran spermatickych bunék ptsobenim hlavni bilkoviny, kterd je v
by¢i semenné plazmé obsazena. Tomuto nepfiznivému rozkladu dokaze zabranit praveé
pfitomnost LDL, ktery se spoji S plazmatickymi membrany spermii a tim zvysi celkovou

prezitelnou spermii i pii dlouhodobém skladovani (Manjunath et al., 2002).

Vyznam LDL je také vtom, ze dokaze snizovat ztratu fosfolipidi v membranach
spermatickych bunék a tim zvySuje jejich odolnost proti chladovému Soku (Parks et Graham,

1992).
3.7.3. Vyroba insemina¢nich davek

Vyroba inseminacnich davek je provadéna dvéma zplsoby. Prvnim zpisobem je japonska
metoda vyroby, kdy je semeno zmrazovano v peletach (pilulkich) o objemu 0,1 cm® a
uchovéavano v papirovych oznacenych krabickdch. Druhym zpiisobem vyroby inseminacnich
davek je metoda francouzskd. Odebrané sperma se bali do pejet (tyCinek) o objemu 0,25 — 0,5

cm® (Louda, 2001).

Pejety 1 natedény ejakulat jsou zchlazeny na teplotu 5 °C a plnici stroj pii této teploté provede
plnéni pejet odpovidajicim ejakulatem. Pro pfipadné ovéteni paternity jsou od kazdého byka
dvé naplné€né oznacené pejety uschovany. Ostatni hotové inseminacni davky jsou ulozeny do
sCitaciho ramu o kapacité 175 ID. Aby vSe probéhlo v potfddku, dohlizi na cely proces

zkuSena laborantka (CRV, 2009).
3.7.3.1.1dentifikace insemina¢nich davek

Odebrany byc¢i ejakulat, ktery putuje ihned po odbéru do laboratote, musi byt fadn€¢ oznacen a
zapsan spravny registr byka. U nds se pievazné vyuziva plnéni inseminac¢nich davek pomoci
francouzské metody do pejet o objemu 0,25 — 0,5 cm?® (Louda et Cefovsky, 1994). Japonska
metoda prestala byt u nas pouzivéna pied vice jak dvaceti lety. Jednotlivé, jesté prazdné
pejety jsou barevné oznaceny podle koncového cisla kodu byka a opatfeny jménem byka,
plemenem, kddem inseminacni stanice a ¢islem inseminacni davky ve formé carového kodu

(CRV, 2009).
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3.7.3.2. Konzervace ejakulitu

Kratkodoba konzervace byc¢iho semene v chladni¢ce pii teplot¢ do + 4 °C je metodou
vyuzivanou pouze vyjimeéné. Celosvétové je vyuzivana pro uchovavani insemina¢nich davek
konzervace semene zmrazovanim a to zejména proto, ze pii kryokonzervaci je zachovana
vysoka oplozovaci schopnost spermatickych bun¢k a nevyskytuji se pfi ném zadné vazné
problémy. Technické problémy, které se v minulosti pfi kryokonzervaci vyskytovaly, byly

prevazné odstranény (Louda et Cetovsky, 1994).

Peters et Ball (1995) uvadi, Ze v rozvinutych zemich jsou veskeré inseminaéni davky
uchovavany hlubokym zmrazenim. Pejety s insemina¢ni davkou jsou piemistény a
rovnomérné rozmistény do specialnich mrazicich polic umisténych v regalech a odvezeny do
mraziciho boxu, fizené¢ho pocitatem. Pocitac zajisti zchlazeni davek z 5 °C na — 140 °C za 8

minut (CRV, 2009).

Davky jsou v mrazicich boxech zmrazovany v parach tekutého dusiku podle uré¢ité mrazici
kfivky a nasledné laborantkou ukladany do kontejnerii, které jsou ulozeny do nadrzi s
tekutym dusikem o teploté¢ — 196 °C, ktery zajisti jejich dlouhodobé zachovéni oplozovaci
schopnosti pii skladovani a distribuci (Jezkova, 2012). Biologické kontejnery pro uchovavani
hluboce zmrazenych inseminacni davek jsou vyrdbény z austenické oceli, kterd se vyznacuje
vysokou houzevnatosti, taZznosti a schopnosti nekorodovat. Kontejnery jsou dvouplastové.
Vnitini plast je opatfen praskovo-vakuovou nebo vicevrstevnou vakuovou izolaci. Objem

kontejnerd se pohybuje v rozmezi 5 — 600 litrit (Louda, 2001).
3.7.3.3.Rozmrazovani inseminacnich davek

Louda et al. (2008) uvadi, Ze rozmrazovani inseminacni davky ulozené v kontejneru
s tekutym dusikem se provadi v nadobé€ s Cistou vodou o teploté v rozmezi 35 — 37 °C.
S pejetou je doporuceno po vyjmuti z kontejneru nejprve lehce zatiepat, aby odpadla ptipadna
kapka tekutého dusiku ze zatky. Do nadoby s teplou vodou je nutné ponofit pejetu celou na
dobu 30 — 40 sekund zatkou nahoru. DileZité je rozmrazovat pravé ve vod¢, protoZze voda je

dobry vodic€ a zajisti tak dostatecné rychlé rozmrazeni inseminacni davky (Lopatat, 2001).

Pti pfekladu insemina¢ni davky mezi kontejnery by doba neméla piekrocit 5 sekund.
Soucasné by nemélo dochazet k rozmrazovani vice jak tii davek naraz. Doba od rozmraZeni
do provedeni inseminace by pak neméla piekrocit 15 minut. Rozhodné nikdy nesmi byt

rozmrazena pejeta vracena zpét do kontejneru (Louda et al., 2008). Inseminacni technik by
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m¢l mit na védomi, ze jakdkoliv i sebemens$i chyba pii manipulaci s pejetou béhem

rozmrazovani muze znac¢né ovlivnit zabfezavani krav.
3.7.3.4.Hodnoceni zmrazeného ejakulatu

Hodnoceni rozmrazeného ejakulatu je dalSim stupném hodnoceni byc¢iho spermatu. Po
rozmrazeni ejakulatu je nutno zhodnotit aktivitu spermii v insemina¢ni davce. Hodnoceni je
provadéno vzdy pted distribuci ddvek inseminacnimu technikovi. Pozitivné je hodnocen
aktivni pohyb spermii vpted za hlavickou a vypocet aktivnich spermii v inseminacni davce je
proveden podle vzorce, kde se promitne objem ejakulatu v odbéru, hustota spermii, procento
aktivnich spermii po rozmrazeni a pocet vSech inseminacnich davek vyrobenych

Z odebraného ejakulatu.

Pokud byla zjiSténa zhorSend kvalita odebraného ejakulatu, je proveden déle jesté tepelny test
rozmrazené¢ho spermatu. Tento test je provadeén také u mladych byki uréenych pro testovaci
pripafovani. Podstatou tepelného testu je hodnoceni aktivity spermii rozmrazené inseminacni
davky uchované pii teploté 38 — 40 °C po uplynuti doby 30 minut. Minimalni hodnota pro
moznost dal$iho pouziti je 20 % (Louda, 2001).

3.7.3.5.Zmény pisobici na kvalitu inseminac¢ni davky

Pfi vyrobé&, chlazeni, mrazeni, uchovdvani a rozmrazovani inseminacnich davek piisobi
mnoho ¢initeld, které vice ¢i méné ovliviuji také jejich kvalitu a celkovou oplozovaci
schopnost. Pti kryokonzervaci dochazi k chemickym a fyzikalnim zménam, které mohou vést
ke sniZeni pohyblivosti a naruSeni akrozomu nebo plazmatické membrany spermatickych
bunék. Mira poSkozeni je ddna nejen nespravnym technologickym postupem pii vyrobé a
manipulaci s davkami, ale ¢astecné je také ovlivnéna genetikou daného jedince (Thurston et
al., 2002). Rada nepiiznivé pusobicich faktort vznika také pii nevhodné piipadné zcela
zbyte¢né manipulaci s davkou. Proto je velice dulezité zvazit, pred kazdym pieloZenim nebo
prepocitavani, zda se opravdu jedna o nezbytné nutny krok.

wewr %

NejcCastéjsi pri¢inou snizeni oplozovaci schopnosti inseminacnich davek pifi nespravné
manipulaci je poruSeni chladové zony. Teplota v kontejneru naplnéném tekutym dusikem se
pohybuje pod — 196 °C, té€sné¢ nad hladinou se pohybuje v rozmezi — 160 az - 140 °C a ¢im
vice se dostane davka nad hladinu, tim kritictéjSim teplotdm je vystavena. K poruSeni
chladové zony dochazi ve chvili, kdy je davka vystavena nad hladinu kritické teploty, tedy
vice nez — 130 °C (Louda et al., 2008).
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3.8.Vlivy piisobici na urovei reprodukce

Plodnost bykt je jednim z ukazateld, které se podili na celkové urovni reprodukce ve stad¢, a
proto je od plemenného byka ocekavana optimalni plodnost. Zakladni pozadavek na
plemenného byka je schopnost zapustit a oplodnit velky pocet krav. Selekce je v tomto
ptipad¢ opodstatnénym pozadavkem a je provadéna na schopnost bykli pouziti k plemenitb¢,
tedy schopnost odbéru semene, o velkém mnozstvi a kvalité, do um¢lé vaginy. Plodnost je
vlastnost, na které se z vétsi Casti podili dédi¢nost. Kromé libida a vyvinu primarnich
pohlavnich organt se hodnoti pocet inseminaci potfebnych k zabieznuti plemenice, pocet
nepiebéhlych krav a kvalita semene, jako je hustota semene, objem, aktivni pohyb vpied za

hlavickou a anatomické i morfologické faktory (Riha et al., 2004).

Kromé¢ plodnosti samcti je nutno brat do uvahy také dalsi faktory, které se vyznamné podili na
celkové urovni reprodukce. Jedna se zejména 0 technologii ustdjeni, vzajemny vztah mlécné

uzitkovosti a plodnosti, vyziva, zdravotni stav, kondice a vék.
3.8.1. Vliv technologie ustajeni

Podminky ustijeni jako je pouzivand technologie ustijeni, stajové prostiedi, intenzita
osvétleni, celkové mikroklima a ro¢ni obdobi se promitd do celkové reprodukce ve stade.
Zvitata ustajena volné vykazuji lepsi a intenzivnéjsi projevy fije. Diilezité je vSak pfitom dbat
na zamezeni rizika uklouznuti zvifete zajiiténim kvalitni podlahové plochy (Riha et al.,
2004).

Pro dobré vysledky reprodukce je nutno zajistit také optimdlni podminky mikroklima
stajového prostiedi. Vnitini prostor musi byt dobfe odvétran tak, aby byl odvadén
nahromadény oxid uhlicity, sirovodik a ¢pavek. Dulezitd je také intenzita osvétleni, ktera
ovliviiuje prostfednictvim melatoninu fizeni pohlavnich funkci. Ve slabé osvétlenych
tmavych prostorach dochéazi k snizeni citlivosti sexudlnich center vedoucich k sniZeni

plodnosti samce a k horsi detekci fije a niz§imu zabtezavani plemenic (Hofirek et al., 2009).

Klimatické faktory vztahujici se k ro¢nimu obdobi nesou do jist¢é miry sva urcitd uskali
v reprodukci skotu. Vyznamny vliv ma zejména teplota stajového prostiedi, kdy dlouhodobé
pusobeni extrémnich teplot ma na reprodukci negativni vliv a to zejména u plemenic. Jiz
teploty na 22 °C mohou vést k tepelnému stresu, ktery zptisobuje poruchy metabolismu jako
napiiklad sniZeni produkce gonadotropnich hormont adenohypofyzou, coZ se promitne Vv
celkovych vysledcich reprodukce (Lopatar, 2001). Dlouhodobé nizké teploty mohou u bykut

zpusobit podchlazeni varlat a nadvarlat, a tim 1 k poskozeni spermii.
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3.8.2. Vzijemny vztah mlé¢né uzitkovosti a plodnosti

V poslednich letech je kladen diraz zejména na zvySovani mlééné uzitkovosti, coz vede u
krav k horsi schopnosti reprodukce. SniZzena reprodukce se neprojevi u celého stada,

problémy se v§ak dostavuji v 10 — 15 % piipadt (Riha et al., 2004).

Nehasilova (2006) uvadi, ze rychlym vzestupem mlécné uzitkovosti dochdzi soucasné
k odbouravani a vyuzivani télesnych rezerv pravé v tom okamziku, kdy by méla byt zahajena
regenerace pohlavniho cyklu a tim i nastartovani nové fije. V pfipad€, Ze neni plemenici
zajistén dostatecny piijem zivin v optimalnim pomeéru, je vnitini stabilita organismu poruSena
a dochazi k porucham pohlavniho cyklu, projevujicich se ztizenim detekce fije nebo jeji
Gplnou nemoznosti odhaleni. Casteéné se tedy da vzajemny negativni vztah mlééné

uzitkovosti na tkor plodnosti ovlivnit zvySenim dirazu na krmnou davku.
3.8.3. Vliv vyzivy

Diiraz na vyzivu pfi hodnoceni celkové urovné reprodukce ve stadé je nutny jiz béhem
dospivani zvitat. Pokud v tomto obdobi neni dodrzovana spravna krmna davka, dochazi

k zaostavani ve vyvoji varlat, pohlavnich organii i pohlavnich reflext (Hofirek et al., 2009).

Pro spravnou funkeci reprodukéniho systému je tedy nezbytné zajisténi spravné vyzivy. Presné
ucinky vyzivy na reprodukéni cyklus je velice tézké stanovit, nebot’ problémy v disledku
nespravné vyzivy zvifat se vétSinou promitnou az za delsi casovy usek. Obecné lze vSak
usoudit, Ze vyziva ma vliv na optimalni hormonalni fizeni ve vaje¢niku a déloze. Pii podavani
nevhodné vyzivy dochdzi mimo jiné také k poruchdm spravné funkce hypofyzy a hypotalamu,
jejichz nasledkem je snizeni produkce gonadotropini, ovlivnéni oogeneze, transportu spermii,

fertilizace nebo vyvoj Gasnych i pozd&jsich embryi a plodu (Riha et al., 2004).
3.8.4. Vliv zdravetniho stavu

Nejrizikovejsi skupinou z hlediska kontroly zdravotniho stavu jsou jednoznaéné dojnice
v pitechodném obdobi. Jednd se o dobu, kdy dochdzi k vyznamnym hormondalnim,
metabolickym 1 morfologickym zménam. V pfipadé¢, Ze plemenice neni na toto obdobi fadné
pfipravena, mohou se v pribéhu porodu vyskytnout problémy. Komplikace pak nastavaji také
V poporodnim obdobi. Produkce mléka nedosahuje pozadovanych hodnot, narusena je

plodnost a dochazi k vyskytu riznych onemocnéni (lllek et al., 2009).

Jedna se o tzv. metabolické poruchy a produk¢ni choroby organismu. Onemocnéni, vznikajici

v disledku nedostatku ¢i piebytku zivin, selhanim regulac¢nich systémii nebo kombinaci piicin
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a nasledkd. Kritickymi obdobimi jsou piiprava na porod, porod a poporodni obdobi. V obdobi
ptipravy na porod hrozi u krav syndrom ztu¢néni, steatdza jater nebo deficit fosforu, selenu ¢i
médi. Béhem porodu hrozi v souvislosti s naruSenim homeostazy vapniku hypokalcemi a
porodni paréza. V poporodnim obdobi hrozi u plemenic stav negativni energetické bilance
(NEB), kdy vydej energie ptekracuje jeji pfijem. Obranou organismu je mobilizace tukovych
rezerv a pii vysoké potiebé energie hrozi riziko vzniku steatozy jater, ketdzy, jaterniho koma

nebo acidozy bachorového obsahu (Riha et al., 2004).
3.8.5. Vliv kondice

Jednim z hlavnich ukazateld plodnosti krav je urceni kondi¢niho skore, které subjektivné
hodnoti mnozstvi tuku v téle. Procentuelni zastoupeni v téle plemenice je dano predevsim jeji
vyzivou. Hodnoceni télesné kondice probihd kazdé ctyfi tydny a je vyznamné zejména
Vv obdobi stdni na sucho a na zacatku laktace, kdy vCasnym podchycenim problému a
upravenim krmné davky lze ptedejit naslednym zdravotnim potiZzim po porodu, porucham v

reprodukci a celkovému snizovéani kvality mléka (Riha et al., 2004).

Sledovani télesné kondice krav je hodnoceno ¢iselnou stupnici od 1 (hubend) do 5 (tlusta).
V poporodnim a rozdojovacim obdobi by se méla pohybovat v rozmezi hodnot 3,5 — 3,75
(Zink, 2014). Nizsi nebo naopak vyssi hodnoty vedou ke vzniku negativni energetické bilance
po oteleni, kdy plemenice potiebuje velké mnozstvi energie. Vyuzivany jsou pak
nahromadéné télesné tukové rezervy, které jatra nestihaji odbouravat a dochazi ke vzniku
riznych zdravotnich problémi, jako jsou ketdzy, dislokace slezu, mastitidy, opozdéné
ovulace, mlééna horecka, zadrzena placenta, snizena produkce apod. Riha et al., (2004) uvadi,
ze pro zaznamenavani krmné davky slouzi jednoduché formuléte, kde jsou hodnoty vynaSeny

kiivkou.
3.8.6. Vliv véku

Na troven celkové reprodukce ma v neposledni fadé vliv také stafi jedinct. Plemenice jsou
poprvé inseminovany po dosazeni chovatelské dospélosti, ke které dochazi u dojného skotu
mezi 13 — 16 mésicem Zivota, pii dosazni 65 % své télesné hmotnosti (Sefrova, 2014). I
nadale vSak dochdzi k dokonCovani télesného ristu a vyvoje vnitinich organii az do dosazeni
télesné dospélosti, kterd je ukoncena mezi 4 — 6 rokem Zivota. Jedna se o nejvice produktivni

obdobi reprodukce (Louda et al. 2008).
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Plemenni byci jsou k inseminaci vyuzivani od jednoho roku zivota. U takto mladych byka je

ejakulat odebiran pouze 1 x tydné. Nejkvalitnéjsi ejakulat je odebiran u bykt 2 — 6 let starych.
U starsich bykt nastava pokles kvality ejakulatu (Hofirek et al., 2009).
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4. MATERIAL A METODIKA
4.1. Charakteristika odebranych byki

Pro diplomovou praci byli pouziti byci holstynského a Ceského strakatého plemene, které
vlastni certifikovand inseminacni stanice bykti Natural spol. s.r.o., Hradistko pod Mednikem
s momentalni kapacitou ¢itajici téméf stovku masnych, mléénych a kombinovanych plemen

skotu.

Vzhledem ke Spickovému technickému vybaveni inseminacni stanice dosahuji produkované
inseminaéni davky v pozadavcich plodnosti a zdravotni nezavadnosti vynikajici kvality.
Stanice tak splituje vysoké pozadavky kladné nejen ¢eskou legislativou, ale i celou Evropskou
unii.

Pro odbér semene byli pouziti tito byci:

Fame: registr: NXA 873, plemeno: Holstynsky skot, narozen: 10.9.2009

Girold: registr: MOR 170, plemeno: Cesky strakaty skot, narozen: 17.11.2007
Ilig: registr: RAD 407, plemeno: Cesky strakaty skot, narozen: 15.12.2009
Manitogen: registr: MOR 198, plemeno: Cesky strakaty skot, narozen: 27.9.2008
Milano: registr: NEO 197, plemeno: HolStynsky skot, narozen: 27.11.2010
Mozart: registr: NEA 818, plemeno: HolStynsky skot, narozen: 14.1.2008
Nachos: registr: NEA 954, plemeno: Hol$tynsky skot, narozen: 11.1.2009
Nektar: registr: NEO 2, plemeno: Hol$tynsky skot, narozen: 16.7.2009

© © N o g B~ w DR

Northon: registr: NEA 955, plemeno: HolStynsky skot, narozen: 15.2.2009
10. Origin: registr: NEO 198, plemeno: Holstynsky skot, narozen: 22.11.2010
11. Partner: registr: NEO 285, plemeno: Holstynsky skot, narozen: 7.12.2011

12. Patriot: registr: NEO 283, plemeno: HolStynsky skot, narozen: 16.11.2011

Vychozi informace se vstupnimi hodnotami aktivity spermii, objemu, mnozstvi a datu

odbéru jsou znazornény v tabulce €. 3.
4.2 .Priprava redidel

Pro diplomovou praci byla vybrana tfi komeréné vyrabéna fedidla, bézné dostupna na ceském
trhu. Jednalo se o fedidla s odliSnym zastoupenim obsazenych slozek, kdy vyznamna byla
zejmeéna piitomnost vaje¢ného Zloutku. Ten byl obsaZen ve dvou, ze tfech pouZitych fedidel.

A to vredidle Optidyl®, které obsahuje ionizovany vajecny zloutek a Bull-x-cell®, ke
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kterému je zloutek pfidavan pii jeho pfipravé jako cCerstva slozka. Tietim fedidlem byl

AndroMed®, které slozku vaje¢ného zloutku neobsahovalo.

Ptiprava tedidel probihala v laboratoii inseminacni stanice dle navodua jednotlivych vyrobct
rano pied zahdjenim odbéru. Pied samotnym fedénim doslo k zahtati fedidel na teplotu 38 +

1 °C.
4.2.1. AndroMed®

Bezzloutkové tedidlo, které dodava na svétovy trh némecka rodinnad spole¢nost Minitube
International. Spolec¢nost byla zalozena vroce 1970 a nyni pisobi zejména ve vyrobé

technologii pro asistovanou reprodukci a produktti pro umélé oplodnéni.

Redidlo neobsahuje Zivo¢isnou slozku a i pies to je deklarovéna jeho vysoka G&innost. Je
dodavéno ve dvou variantach v lahvickdch o objemu 200 ml a 100 ml. Jednostupiiova
varianta (200 ml) s ATB slozkou, ktera byla pouzita k pokusu a dvé dvoustupiiové varianty
(100 ml), téz doplnény o slozky antibiotik. Vyrobce deklaruje moznost konzervace
insemina¢nich déavek, ale také uchovavani cCerstvého spermatu, minimalni mikrobidlni
koncentraci a rychlou a snadnou pfipravu (smichani obsahu lahvicky s 800 ml redestilované
vody). Redidlo obsahuje rostlinné fosfolipidy, Tris, kyselinu citronovou, cukry, antioxidanty,

pufry, redestilovanou vodu a antibiotika (Tylosin, Gentamycin, Spectinomycin, Lincomycin).
4.2.2. Optidyl®

Redidlo, s obsahem vaje¢ného Zloutku je dodavano na &esky trh francouzskou certifikovanou
spoleénosti BIO-VET. Barva je zlutava a objem baleni 0,5 1 lahvicky. Redidlo obsahuje Tris,
ionizovany vajecny zloutek, glycerol a antibiotickou slozku, zastoupenou Streptomycinem,
penicilinem, lincomycinem a spectinomycinem. Ionizace vaje¢ného Zloutku je provadéna ve
dvou etapach z diivodu sterilizace. K prvni ionizaci dochézi jesté pfed pifidanim ostatnich

komponentti do smé&si, k druhé ionizace po pfimichani vSech ostatnich slozek fedidla.

K ptipravé fedidla dochdzi smichanim obsahu lahvicky s tfictvrté litrem redestilované vody.
Redéni je mozno provadét pii pokojové teploté, nebo v kombinaci ziedéni jedné poloviny pii
pokojové teploté a druhé poloviny pii snizené teploté na 4 °C. Po zfedéni se smés ohfeje na
pozadovanou teplotu. Doporu¢ené podminky skladovani od vyrobce jsou pii 5 °C.

4.2.3. Bull-x-cell®

Redidlo na bazi vajeéného Zloutku, které vyrabi zniama francouzska spole¢nost IMV

Technologie. Spole¢nost pusobi na svétovém trhu jiz padesat let a je svétovou jednickou
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v reprodukci a biotechnologickych metodach. Redidlo je uvadéno do ob&hu jako koncentrat
Vv lahvickach o objemu 250 ml. Vyrobce uvadi dlouhodobé pozitivni vysledky v tepelném
testu a vysSsi pohyblivosti spermii nez u ostatnich komercné vyrabénych tedidel. Deklaruje
také vysokou plodnost po provedené inseminaci a zachovani stability az po dva roky pfi
uchovani v pokojové teploté. K piipravé fedidla dochazi smichanim obsahu lahvicky s 250 ml

vajecného zloutku a 750 ml redestilované vody.

4.3.0dbér a zpracovani spermatu

Odbér ejakulatu byl proveden ve tfech riznych dnech (24.7, 7.8 a 21.8.2013) a probihal podle
metodickych pokyni inseminacni stanice. Kazdy odebrany ejakulat byl nejprve zhodnocen
senzoricky. Zjistovana byla piitomnost cizorodych pfimisenin, zapach, hustota ejakulatu, jeho
mnozstvi a subjektivné byla zhodnocena pomoci mikroskopu s fazovym kontrastem vychozi
aktivita spermii. K naslednému hodnoceni byl pouzit pouze ejakulat s aktivitou vyssi nez 70

% a hustotou vy3§i nez 0,7 x 10° mm®.

Po vstupnim zhodnoceni byl ejakulat rovnomérné rozdélen na tii dily a kazdy z dilt nafedén
pfipravenymi a zahfadtymi fedidly podle ndvodu, udavaného vyrobcem tak, aby po natedéni
bylo ziskano 10 miliond aktivnich spermii v davce. Aplikace fedidel byla provadéna
sterilnimi injek¢énimi stfikackami, pozvolnym odkapavanim fedidla do odebraného dilu

ejakulatu umisténého ve zkumavce. Po nafedéni byla zkumavka uzaviena sterilni zatkou.

Po zazatkovani byly zkumavky pfemistény na oscila¢ni stolek a obsah promichavan po dobu
10 minut. Nasledovalo plnéni do pejet o objemu 0,25 ml a jejich okamzité chlazeni na 4 °C.
Ekvilibrace po dobu 120 minut, zajistila dokonalé zchlazeni ejakulatu. Nasledovalo mrazeni

Vv pfistroji Mini-Digitcool (IMV Technologies, Francie).

Prib¢h zmrazovani ze 4 °C na -140 °C byl fizen pocitac¢em. Nésledovalo vyjmuti davek a
jejich vlozeni do kontejneru na skladovani inseminacnich davek v tekutém dusiku. Vyroba ID
byla provedena v ramci rozsahlejsiho pokusu, ve kterém byly hodnoceny ruzné typy
mrazicich kiivek. Pro vysledky diplomové prace vsak byly vyuzity pouze pejety, zmrazené

standardni mrazici kiivkou pro mrazeni ejakulatu bykd.
4.4 . Hodnoceni prezZitelnosti spermii

Hodnoceni rozmrazeného ejakulatu bylo provedeno v laboratoti Ceské zemédélské univerzity
v Praze v mésicich zafi — fijen 2013, pomoci kratkodobého tepelného testu pieZitelnosti
spermii. Jedna se jednoduchou, bézné vyuzivanou metodu, ktera je zalozena na principu

zjiStovani poklesu aktivity spermii v ¢ase. Celkem bylo zhodnoceno 135 inseminacnich
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davek, ve tfech ruznych odbérech (znaeni odbérd V, VI, VII). Odbér V ze dne 24.7.2013
odebrani 3 byci (Manitogen, Fame, Mozart), odbér VI ze dne 7.8.2013 odebrano 8 bykul
(Nektar, Patriot, Origin, Nachos, Partner, Northon, Girold, Manitogen) a odbér VII ze dne
21.8.2013 odebrani 4 byci (Milano, Manitogen, Origin, 1lig). Celkem tedy bylo hodnoceno 15
ejakulath od dvandcti rtiznych bykt. Z kazdého odebraného ejakulatu bylo hodnoceno 9
inseminacnich davek, vzdy 3 davky ve tfech odlisnych typech fedidla (oznaceno A-

AndroMed®, O-Optidyl®, B-Bull-x-celI®).
Pracovni postup:

Inseminacni davky byly rozmrazeny ve vodni lazni o teploté 38 + 1 °C po dobu 30 sekund.
Poté nasledovalo jejich vyjmuti, fadné osuSeni a obsah pejety byl vlozen do zkumavky
s fyziologickym roztokem (0,9 % NaCl o pH 6,8) pfedehiatym na 38 °C v suchém termostatu
(Thermoblock Falc ®).

Hodnoceni aktivity spermatickych bunék bylo provadéno v pravidelnych intervalech v ¢asech
0; 0,5; 1; 1,5 a 2 hodiny. Aktivita byla hodnocena subjektivné pomoci mikroskopu NIKON
Eclipse E200 s fazovym kontrastem pii zvétSeni 200 x. VSechny vzorky byly hodnoceny

stejnou osobou. Hodnocen byl ptfimocary pohyb vpied za hlavickou.
4.5.Statistické vyhodnoceni vysledkii

Vysledky zhodnoceni byly pribézné zapisovany do programu MS Excel, ¢imZz byly
piipraveny k néslednému statistickému zhodnoceni. Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit
programu STATISTICA 12, za pouziti metody jednofaktorovd ANOVA pii opakovanych
métenich.

Na zaklad€ modelu byl hodnocen vliv fedidel na aktivitu spermatickych bunék v pravidelnych

Casovych intervalech pfi pouziti kratkodobého tepelného testu prezitelnosti spermii.
Yijk = pt o+ 1+ (a1)ij + &k
y ijk - méfena hodnota zavisle proménné (procento aktivnich spermii v ¢asech 0; 0,5;
1; 1,5 a 2 hodiny)
p - stfedni hodnota
oj - efektj-té urovné (j =1 — AndroMed®, n = 45; 2 — Optidyl®, n = 45; 3 — Bull-x-
cell®, n = 45)

i - efekti-tého ¢asového okamziku (i =1 -0 hod, n=135;2-0,5 hod, n =135; 3
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—1hod,n=135;4-15hod, n=135;5-2 hod, n =135)
(at)jj - efekt (vliv) spole¢ného plisobeni typu fedidla i ¢asu

gjk - nahodna (experimentalni) chyba méfeni

Ho: Neexistuje statisticky vyznamny rozdil pfezitelnosti spermii V jednotlivych typech

fedidel.
Statistickd prukaznost byla hodnocena na hladin¢ vyznamnosti p < 0,05.

Vzhledem k odlisnému plemennému slozeni a nékolika riznych byku pii odbéru vzorka
ejakulatu bylo mozné, kromé vlivu plisobeni fedidel na aktivitu spermii, hodnotit také vliv
plemene a vliv jednotlivych bykt na aktivitu spermatickych bunék v ¢asovych intervalech pti
pouziti kratkodobého tepelného testu prezitelnosti spermii, a to podle téchto modelovych

rovnic:
Vliv plemene:
Yijk= p+ o+ 1+ (ar) + sk
y ijk - méfena hodnota zavisle proménné (procento aktivnich spermii v ¢asech 0; 0,5;

1; 1,5 a 2 hodiny)

p - stfedni hodnota
oj - efektj-té Grovné (j = 1 — Holstyn, n = 45; 2 — Cesky strakaty skot, n = 90)
i - efekti-tého ¢asového okamziku (i=1-0 hod, n = 135; 2 - 0,5 hod, n = 135; 3

—1hod,n=135;4-1,5hod, n=135;5-2 hod, n = 135)
(at);j - efekt spole¢ného plisobeni plemene i ¢asu

gjk - nahodna (experimentalni) chyba méfeni

Pro vyhodnoceni vlivu plemene na aktivitu spermatickych bun€k po rozmrazeni
inseminacnich davek za pouziti kratkodobého tepelného testu byla stanovena nulova

hypotéza:
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Ho: Mezi Holstynskym plemenem a plemenem Ceského strakatého skotu neexistuje
statisticky vyznamny rozdil v subjektivnim hodnoceni aktivity spermii pii pouZiti

kratkodobého tepelného testu.
Vliv byka:
Yijk= M+ o+ 1 + (a1);j + &jk

y ijk - méfena hodnota zavisle proménné (procento aktivnich spermii v ¢asech 0; 0,5;
1; 1,5 a 2 hodiny)

u - stfedni hodnota

oj - efektj-té arovné (j =1 — Manitogen, n = 27; 2 — Fame, n = 9; 3 — Mozart, n =
9; 4 — Northon, n =9; 5—Origin, n = 18; 6 — Nektar, n =9, 7 - Nachos, n 9; 8
—1lig, n =9; 9 — Milano, n =9; 10 — Patriot, n = 9; 11 — Partner,n =9; 12 —
Girold, n=9)

ti - efekti-tého ¢asového okamziku (i=1-0 hod, n = 135; 2 - 0,5 hod, n = 135; 3
—1hod,n=135;4-1,5hod, n=135;5-2 hod, n =135)

(at)jj - efekt spolecného plisobeni byka i Casu

gjk - nahodnd (experimentalni) chyba méfeni

Stanovena byla nulova hypotéza:

Ho: Mezi jednotlivymi byky neexistuje statisticky vyznamny rozdil v aktivité spermatickych

bunék po rozmrazeni za pouZiti kratkodobého tepelného testu.
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5. VYSLEDKY

5.1.VysledKky statistiky vlivu Fedidla

Celkem bylo hodnoceno 135 vzorkd s rovnomérnym zastoupenim tfech riznych fedidel.
Hodnoceni probihalo za pouziti kratkodobého tepelného testu, kdy byla aktivita hodnocena
subjektivné v péti pravidelnych ¢asovych intervalech. Statisticky vyznamny rozdil na hladiné
vyznamnosti p < 0,05 mezi jednotlivymi typy fedidel byl zjistén v €ase 1,5 a 2 hodiny

provadéného tepelného testu (tabulka €. 7).

Dochazi K zamitnuti nulové hypotézy a pro potvrzeni bylo provedeno podrobngjsi
vyhodnoceni pomoci Tuckeyovi metody (T — metoda) vyvazeného modelu, kdy bylo zjiSténo,
Ze statisticky vyznamny rozdil existuje mezi fedidly AndroMed® a Optidyl® a to jak v ase
1,5, tak také ve 2 hodinach hodnoceni testu (tabulka ¢. 8 a 9).

Rozdil je patrny také z graft €. 1 a 2. Graf ¢. 1 znézorniyje aktivitu spermatickych bunck v
procentech, zobrazenou na ose Yy, v jednotlivych typech fedidel, zobrazenych na ose x. Graf ¢.
2 porovnava pramérné hodnoty aktivity spermii v Casovych intervalech. Po vizualnim
zhodnoceni lze konstatovat, ze nejvyssi aktivity dosahly spermatické burniky jednoznaéné
v fedidle Optidyl®. Naopak nejniz$i hodnoty byly zjistény v fedidle AndroMed®. Rozdil

praméri aktivity spermii v fedidlech se s prodluzujicim ¢asem zvySoval.
5.1.1. AndroMed®

Hodnoceno bylo 45 insemina¢nich davek z 15 odebranych ejakulati. Od kazdého ejakulatu

byly hodnoceny vzdy tfi inseminac¢ni davky. Hodnocena byla aktivita spermatickych bunck

cv v

primérna hodnota ¢inila 14,1 % (tabulka ¢&. 4).
5.1.2. Optidyl®
Hodnoceno bylo stejné jako u predchoziho fedidla 45 inseminacnich davek z 15 odebranych

ejakulati. Od kazdého odebraného ejakulatu byly hodnoceny vzdy tfi insemina¢ni davky.

V Case 0 minut, ihned po rozmraZeni dosahovala aktivita spermii v nejvysSich hodnotach 80

cv w7

byly zaznamenany vysledky aktivity nejvyse 55 %, nejméné 5 % a praimérné 20 % (tabulka ¢.

5).
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5.1.3. Bull-x-cell®

Jako v predchozich dvou pfipadech bylo opét hodnoceno 45 insemina¢nich davek z 15
odebranych ejakulatti. Od kazdého odebraného ejakulatu byly hodnoceny tfi inseminacni
a pramérné 50,1 %. Po dvou hodinach kratkodobého tepelného testu doslo opét k postupnému

snizovani aktivity na hodnoty nejvyssi 45 %, nejnizsi 0 % a pramérné 16,3 % (tabulka €. 6).
5.2.VysledKky statistiky dle plemene

Pro hodnoceni ejakulatu byli odebirani byci dvou riznych plemen odlisnych uzitkovych typu.
Jednalo se plemeno mlééného uzitkového typu zastoupené deviti byky Holstynskymi a
plemeno kombinované, zastoupené tiemi byky Ceského strakatého skotu. Z celkového poétu
135 hodnocenych inseminacnich davek bylo HolStynské plemeno zastoupeno ve 45 davkach a

Cesky strakaty skot v 90 davkach.

Zjisténo bylo, jak uvadi tabulka &. 10, Ze mezi Holstynskym plemenem a plemenem Ceského
strakatého skotu neexistuje na hladiné¢ vyznamnosti p < 0,05 statisticky vyznamny rozdil.
Nulova hypotéza je potvrzena. Graficky zndzornéno v grafu ¢. 3, kde na ose x jsou
zaznamenana plemena, na ose y je procentudlni hodnoceni aktivity spermii a barevné

vyznaceny statistické vysledky v ¢asovych intervalech testu.
5.3.Vysledky statistiky dle byka

Hodnoceno bylo 12 byki rizného stafi dvou plemen. Z celkového poc¢tu 135 inseminacnich
davek bylo hodnoceno 27 davek odebranych od byka Manitogena, 9 davek od Fama, 9 davek
od Mozarta, 9 davek od Northona, 18 davek od Origina, 9 dédvek od Nektara, 9 davek od
Nachose, 9 davek od Iliga, 9 ddvek od Milana, 9 davek od Patriota, 9 davek od Partnera a 9
davek od Girolda. Ve vSech ptipadech byla rovhomérné v davkach zastoupena vyse uvedena

fedidla a z kazdého odbéru hodnoceny 3 inseminacni davky.

Statistické vysledky po podrobnéjsim vyhodnoceni pomoci Scheffého metody nevyvazeného
modelu dokazuji, ze na hladiné vyznamnosti p < 0,05 existuje statisticky vyznamny rozdil
v ¢ase hodnoceni 0,5 hodiny mezi byky Milano a Mozart, v ¢ase hodnoceni 1 hodiny mezi
byky Patriot a Mozart a v ¢asech hodnoceni 1,5 a 2 hodin mezi byky Milano a Mozart. Pro
hladinu vyznamnosti p < 0,01 existuje statisticky vyznamny rozdil v ¢ase hodnoceni 1 hodiny

mezi byky Milano/Mozart a Girold/Mozart (tabulky ¢. 11 a 12).
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Z grafického znazornéni (graf ¢. 4), kde na ose X jsou zanesena jména bykd a osa Yy
ptedstavuje hodnocenou aktivit spermii, jasné€ vypliva, Ze nejvyssi prezitelnost spermatickych
bun¢k po rozmrazeni ma dle aktivity hodnocené pii kratkodobém tepelném testu ve vSech

casovych usecich byk Holstynského plemene Mozart.

5.4 Korelaéni analyza

Pomoci korela¢nich matic v programu Statistica 12 byly zjistény korelacni koeficienty mezi
hodnocenymi ukazateli vlivu byka, fedidla a aktivity spermii v ¢asech 0; 0,5; 1; 1,5 a 2
hodiny. Vysledky jsou zaznamenany v tabulce ¢. 13.

Zjisténa byla statistickd vyznamnost na hladiné vyznamnosti p < 0,01 mezi ukazateli vlivu

byka a aktivity spermii v ¢ase 0 a 2 hodiny a na hladin¢ vyznamnosti p < 0,05 v ¢asech 0,5; 1

a 1,5 hod testu.

Mezi typem fedidla a aktivitou spermatickych bunck byla zaznamenéna statistickd
vyznamnost na hladin€ p < 0,05 v ¢asech 1,5 a 2 hodiny provadéného kratkodobého tepelného

testu.
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6. DISKUZE

Pro hodnoceni byli vybrani byci, jejichz vstupni ukazatele spliiovaly podminky ejakulatu,
ktery mohl byt dile vyuzivan k inseminaci, tedy vychozi aktivita spermii po odbéru
dosahovala vice nez 70 % a hustota byla vyssi nez 0,7 x 10° mm®. Po rozmrazeni ID byly
v aktivité¢ spermii mezi jednotlivymi byky zaznamenany statisticky vyznamné rozdily, na

nichz vSak nebyla diplomova prace zaloZzena a maji vyznam spise dopliujici.

Nejlepsich parametri dosahoval v prubéhu celého testu byk Mozart, u kterého ¢inila aktivita
spermatickych bun€k po rozmrazeni 60 — 75 % a po dvou hodinach pii pouziti kratkodobého
tepelného testu nepoklesla ani v jednom z hodnocenych vzorkd pod 20 %. Naopak nejhorsi
vysledky byly zaznamenany u byka Milano, Patriot a Girold, u kterych se po rozmrazeni
pohybovala aktivita spermii v rozmezi 30 — 60 % a po dvou hodinach kratkodobého tepelného
testu byly hodnoty téméf nulové. Samotna individualita byka byla tedy shledana jako velice

vyznamna.

Rozdily v individualit¢ mohlo zapfic¢init hned nékolik faktori. VIiv plemene Ize v tomto
pfipadé¢ zamitnout, nebot’ nebyl zjiStén statisticky prikazny rozdil mezi hodnocenymi
plemeny, a to ani v jednom ¢asovém useku v prub&hu kratkodobého tepelného testu. Pro
hodnoceni byla vybrana pouze dvé plemena, a to byci Hol$tynského plemene a Ceského
strakatého skotu. Jedna se o mlécné a kombinované plemeno, u kterych je pro reprodukci
pfevazné vyuzivana pravé uméld inseminace. Statisticky vyznamny rozdil by byl ziejmé
hodnocen v piipadé zafazeni byka masného typu, nebot’ Louda et al., (2007) uvadi, Ze u krav
bez trzni produkce mléka, tedy u masnych plemen je 1 nadédle preferovana piirozena
plemenitba, kterd zajiStuje lep$i zabiezavani ve stad¢, coz se zfejmé miZe odrazit také

Vv kvalit€ ID pro tc¢ely umélé inseminace.

Hofirek et al (2009) potvrzuji, Ze na celkové pohlavni aktivité a plodnosti bykti se mohou
podilet jak endogenni, tak i exogenni vlivy. Jedna se zejména o psychologicky profil byka.
Tedy to, jestli je byk silny vyrovnany a zivy sangvinik ¢i mirny flegmatik, nebo naopak
prudky cholerik ¢i slaby melancholik, ktefi jsou pro inseminaci méné vhodni. Dal$imi
vyznamnymi faktory, které ovliviiuji vyslednou ptezitelnost a aktivitu spermii v odebraném
ejakulatu mohou byt také vek byka, jeho zdravotni stav, vyziva, klimatické podminky a vlivy

prostiedi.
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Vzhledem k tomu, Ze pro hodnoceni aktivity ve vSech tiech typech fedidel byl pouzit vzdy
stejny pocet identickych vzorkt, rozdilnych pouze v typu fedidla, 1ze jednoznaéné hovoftit o

vlivu typu fedidla na ptezitelnost spermii bez jakychkoliv dalSich ptisobicich faktort.

Piedpokladem bylo, Ze fedidla, zaloZzend na bazi vajeéného zloutku budou z hlediska
prezitelnosti spermii vykazovat leps$i vysledky nez fedidlo bezzloutkové (Phillips, 1939;
Muino et al., 2007; Lasley et al., 1942). Nejen ze vajecny zloutek je schopen zajistit
spermatickym bunkam dostate¢né mnozstvi energie (Kampschmid et al., 1953), ale pfi jeho
pouziti v fedidlech je prokazano také zachovani odpovidajici motility spermii a soudrznosti

jejich membran, nez pti pouziti fedidel bezvaje¢nych (Celeghini et al., 2008).

Vysledky zjisténé po rozmrazeni vzorkd na zacatku kratkodobého tepelného testu v Case 0
hod stanovily nejlepsi primémné hodnoty u fedidla Optidyl® (51,2 %), hufe pak dopadly
fedidla Bull-x-cell® (50,1 %) a AndroMed® (50 %).

Poradi jednotlivych fedidel ztstalo jiz po celou dobu hodnoceni v kratkodobém tepelném
testu nezménéno. Po piil hoding€ pozorovani Cinila primérna aktivita v fedidle Optidyl® (43,1
%), Bull-x-cell® (41,7 %) a AndroMed® (41,4 %) a po hodin¢ pozorovani byly hodnoty
v fedidle Optidyl® (36,2 %), Bull-x-cell® (33,7 %) a AndroMed® (32,1 %). Tyto hodnoty
vsak nestacil pro potvrzeni statistické vyznamnosti piezitelnosti spermii v jednotlivych typech

fedidel.

Zmény bylo dosaZeno aZ v ¢ase méfeni 1,5 hodiny hodnoceni v kratkodobém tepelném testu,
kdy byl zjistén statisticky prikazny rozdil (p < 0,05) v praimérné aktivité nejlépe hodnoceného
fedidla Optidyl® (28,6 %) a v prumérné hodnoté aktivity u fedidla AndroMed® (22,9 %).
Redidlo Bull-x-cell® v ¢ase hodnoceni 1,5 hodiny dosahovalo primémné 24.2 % aktivity

spermatickych bunék.

Po dvou hodinach pisobeni kratkodobého tepelného testu, bylo opét nejlépe hodnoceno
fedidlo Optidyl® (20 %), nasledoval Bull-x-cell® (16,3 %) a nejhiie dopadl AndroMed®
(14,1 %). Mezi pramérnou aktivitou fedidel Optidyl® a AndroMed® byl v ¢ase 2 hodin
zjistén statisticky prukazny rozdil (p < 0,05). Tato skute¢nost tedy vyvraci zjisténi Jannet et
al., (2005), ze bezzloutkové fedidlo AndroMed®, je pro dlouhodobé uchovavani ejakulatu
nejlepsi.

Piedpoklad byl tedy dosazen u Zloutkového fedidla Optidyl®. Druhé zloutkové fedidlo Bull-
x-cell® dosahovalo pramérné vysSich hodnot aktivity spermii nez bezzloutkové fedidlo

AndroMed®, statisticky vyznamny rozdil vSak prokazan nebyl.
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Jednim z divodu, pro¢ nebylo dosazeno piedpokladu u druhého zloutkového tedidla Bull-x-
cell® mize byt zajimavé zjisténi, Ze po rozmrazeni byla stanovena minimalni aktivita
dosahujici pod 40 % a to hned ve 4 piipadech. Jednalo se o 4 riizné byky, u kazdé¢ho z nich
vSak bylo pouzito pravé fedidlo Bull-x-cell®. Tyto insemina¢ni davky by mohly byt jesté
k inseminaci pouzity, nebot’ Filip¢ik a Hanulakova (2012) uvadi, Ze po rozmrazeni je nutna
aktivita spermatickych bunék minimalné 30 %, Louda (2001) pak dokonce 20 %, nicméné
vyskyt takto nizkych hodnot mohl zapticinit ve vysledku celkové snizeni primérné hodnoty a

tim také zjisténi statistické nepritkaznosti.

Dals§im z divodi mize byt pravé zmifiovana rozdilna piiprava obou fedidel. Zatim co je
fedidlo Optidyl®, do kterého je vajecny Zloutek pridan jiz pii jeho vyrob¢ a dvakrat ionizovan
z divodu sterilace, tak fedidlo Bull-x-cell® je vyrabéno bez piitomnosti vaje¢ného zloutku.
Samotny Zloutek je pfidavéan az pti ptipravé fedidla, a to jako Cerstva neupravovana slozka
v poméru 1 dil Zloutku a 3 dily redestilované vody. Rozdilna je pravé ona dvojnasobna

ionizace Zloutku, ktera je pouzita pouze u fedidla Optidyl®.

Ptidany vaje¢ny Zloutek do fedidla Bull-x-cell® je ponechan jako Cerstva nesterilizovana
sloZka, jehoZ dlisledkem mohou byt pravé ony nizké hodnoty zjiStované aktivity. Podobnych
vysledkt dosahli také Thun et al. (2002), ktefi ve své praci pouzili dvé stejna Zloutkova
fedidla, ale rozdilné teplotni podminky pfi jejich ptipravé. Vysledkem byly zjiStény odlisné
hodnoty.

Neméné vyznamny je také fakt, ze ve vyzkumu nebylo nijak zohledfiovano ani samotné
slozeni vajecného Zloutku. Né&které studie totiz dokazuji, ze ne vSechny frakce vajecného
Zloutku pisobi pii zamrazovani na spermatické bunky pozitivné (Pace et Graham, 1974,
Watson, 1976; Quinn et al., 1980).

Kladné tucinky jsou pfipisovany slozce LDL (low-density lipoprotein), a to zejména u
negativniho plisobeni chladového Soku na spermie pfi zmrazovani a nasledném uchovavani
v tekutém dusiku (Pace et Graham, 1974; Amirat et al., 2005). Obdobnych vysledk dosahli
také Demianowicz a Strezek (1996) u kanci, kteti porovnavali LDL a HDL slozku vaje¢ného

Zloutku s vysledkem pozitivniho plisobeni LDL na motilitu spermii.

Po zhodnoceni lze tedy doporucit jako fedidlo s nejlepSimi vlastnostmi pro pieZitelnost
spermii zloutkové fedidlo Optidyl®, ve kterém byla po rozmrazeni zjiSténa nejvyssi aktivita

spermatickych bunék, statisticky vyznamna, oproti bezzloutkovému fedidlu AndroMed®, a to
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zejména s prodluzujicim se Casovym intervalem po rozmrazeni ptfi hodnoceni v prabéhu

kratkodobého tepelného testu.
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7. ZAVER

Piedpoklad, ze pouziti vajecného zloutku Vv fedidlech pro ejakulat bykt, ktery byl pro
diplomovou praci stanoven, byl ¢astecné prokazan. Ze dvou pouzitych zloutkovych fedidel
byla statisticky vyznamnd prikaznost zjiSténa pouze v jediném z nich, a sice v fedidle
Optidyl®. Ve druhém Zloutkovém fedidle Bull-x-cell® prikaznost zjisténa nebyla, nicméné
pramérné hodnoty aktivity v pribéhu celého tepelného testu byly vzdy o néco vyssi nez
v fedidle AndroMed®, u kterého vyrobce sice deklaruje vysokou piezitelnost spermatickych
bun¢k i bez pouziti vaje¢né slozky, nicméné fedidlim zaloZenych na vyuziti vaje¢ného

zloutku se rovnat nemuze.

Lze tedy konstatovat, ze vyuziti vajecného Zloutku v fedidlech ma rozhodné nezastupitelny
vyznam a i pies to, Ze se nékteti vyrobci snazi vajeény zloutek nahrazovat jinymi slozkami,
nelze je srovnavat s pozitivnimi vlastnostmi vaje¢ného zloutku, které ptisobi na vyslednou

kvalitu byciho ejakulétu.

Pozornost by vSak méla byt vénovana také postupiim pii ptiprave fedidel. To mohl byt jeden
z faktorti, ktery zapfic¢inil nckteré nizké hodnoty motility spermii po rozmrazeni
inseminacnich davek pravé v fedidle Bull-x-cell®, kam je zloutek ptfidavan jako cCerstva

komponenta aZ pfi ptipravé fedidla.

Stejné tak by méla byt pozornost zamé&fena také na Skodlivé slozky, které Zloutek obsahuje, a
Které jsou pro spermie smrtici. Po odstranéni téchto slozek by mohla kvalita ejakulatu zna¢né

stoupnout.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ID — insemina¢ni davka

CC test — metoda pro odhad PH byki

BLUP metoda — metoda pro odhad PH byku (pomoci linearnich modeld se smiSenymi efekty)
ATP — adenosintrifosfat

ADP — adenosindifosfat

BLAP- syndrom deficience adhesni schopnosti leukocytii
CVM — komplex vertebralnich malformaci

RH — rodokmenova hodnota

PH — plemenna hodnota

CSCHMS - Cesky svaz chovatelit masného skotu

IBR — infek¢ni bovinni rinotracheitida

BVD/MD — bovinni virova diarea, slizni¢ni choroba
UHT — metoda konzervace potravin ,,vysokoteplotni uprava®
LDL — low-density lipoprotein

HDL — high-density lipoprotein

NEB — negativni energeticka bilance

ATB — antibiotika

A —tedidlo AndroMed®

O —fedidlo Optidyl®

B —fedidlo Bull-x-cell®

*p < 0,05 — vzorky na hladin¢ vyznamnosti 0,05 (95 %)

**p < 0,01 — vzorky na hladiné vyznamnosti 0,01 (99 %)
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Tabulka ¢. 1: Krmna davka v obdobi odchovu - obdobi zkousky vlastni uzitkovosti (Louda,

2001)
hmotnost dopliitkova smés oves objemné krmivo
(kg) (kg) (kg) (kg susiny)
130 -180 2,5 2,0
181 — 250 3,0 2,5
251 -320 3,5 4,0
321 -400 4,0 5,0
401 - 470 3,5 1,0 6,5

W

Tabulka €. 2: Zakladni charakteristiky odebraného byciho ejakuldtu na inseminacnich

stanicich (Louda et al., 2007)

Ukazatel Mnozstvi jednotka | poznamka
Objem 3-12|cm’

celkové mnozstvi spermii

v odebraném ejakulatu 5-15 x 10°

koncentrace spermii

0,8-2x10%| mm®

Aktivita 45-75|% ivice
pH 6,4-7
patologické spermie <5|% vyjimecné do 20 %

Tabulka €. 3: Hodnoceni ejakulatt bykt po odbéru

jméno primi- | aktivita | hustota |mnozstvi| mil.
Odbér | Datum byka registr | seniny [%] | [10%mm?] [q] spermii
\Y/ 24.7.2013 | Mozart NEA 818 0 70 0,8 18,2 10
\% 24.7.2013 | Manitogen | MOR 198 0 70 0,9 20,6 10
\Y 24.7.2013 | Fame NXA 873 0 70 11 16,3 10
VI 7.8.2013 | Nektar NEO 2 0 70 18 1,5 10
VI 7.8.2013 | Patriot NEO 283 0 80 0,9 2,3 10
VI 7.8.2013 | Origin NEO 198 0 80 1 1,9 10
Vi 7.8.2013 | Nachos NEA 954 0 80 0,9 3,4 10
Vi 7.8.2013 | Partner NEO 285 0 70 1,2 1,8 10
Vi 7.8.2013 | Northon NEA 955 0 70 0,8 3,6 10
Vi 7.8.2013 | Girold MOR 170 0 70 13 2,2 10
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\ 7.8.2013 | Manitogen | MOR 198 0 70 11 3 10
Vil 21.8.2013 | Milano NEO 197 0 70 13 10,9 10
VIl 21.8.2013 | Manitogen | MOR 198 0 70 1 15,7 10
Vil 21.8.2013 | Origin NEO 198 0 80 0,9 7,5 10
VIl 21.8.2013 | llig RAD 407 0 70 1,2 4,7 10
Tabulka €. 4: zakladni statistiky - fedidlo AndroMed®
cas
aktivita[%] | Ohod | 0,5hod | 1hod | 1,5hod | 2hod
Maximum 77 70 60 55 50
Minimum 40 25 15 10 0
Pramér 50 41,4 32,1 22,8 14,1
Tabulka €. 5: zakladni statistiky — fedidlo Optidyl®
cas
aktivita [%0] Ohod | 0,5hod | 1hod | 1,5hod | 2 hod
Maximum 80 60 60 55 55
Minimum 40 30 20 10 5
Prameér 51,2 43,1 36,2 28,6 20
Tabulka ¢&. 6: zakladni statistiky - fedidlo Bull-x-cell®
cas
aktivita [%0] 0 hod 0,5hod | 1hod | 1,5hod 2 hod
Maximum 70 65 55 50 45
Minimum 30 20 10 5 0
Pramér 50,1 41,7 33,7 24,2 16,3
Tabulka ¢. 7: Vysledky statistiky vlivu fedidla
Jednorozm. vysledky pro kazdou zav. proménnou (fedidla x ¢as)
Efekt Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy
Stupné 0 hod. 0 hod. 0 hod. 0 hod. 0,5 hod. 0,5 hod.
Volnosti SC PC F P SC PC
Abs. Clen 1| 343526,7| 343526,7| 3466,194| 0,000000| 238980,7| 238980,7
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Jednorozm. vysledky pro kazdou zav. proménnou (fedidla x Cas)

Efekt Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy
Stupné 0 hod. 0 hod. 0 hod. 0 hod. 0,5 hod. 0,5 hod.
Volnosti SC PC F P SC PC
Redidlo 2 41,1 20,6 0,207| 0,812954 73,7 36,9
Chyba 132 13082,2 99,1 12695,6 96,2
Celkem 134 13123,3 12769,3
Jednorozm. vysledky pro kazdou zav. proménnou (fedidla x Cas)
Efekt Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy
0,5 hod. 0,5 hod. 1 hod. 1 hod. 1 hod. 1 hod. 1,5 hod.
F p sC PC F p SC
Abs. Clen 2484,764 0,000000| 156060,0| 156060,0| 1460,757| 0,000000| 85629,63
Redidlo 0,383| 0,682459 387,8 193,9 1,815| 0,166903 813,70
Chyba 14102,2 106,8 15606,67
Celkem 14490,0 16420,37
Jednorozm. vysledky pro kazdou zav. proménnou (fedidla x ¢as)
Efekt Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy
1,5 hod. 1,5 hod. 1,5 hod. 2 hod. 2 hod. 2 hod. 2 hod.
PC F P sC PC F P
Abs. Clen 85629,63| 724,2489( 0,000000| 38169,63| 38169,63| 351,4884( 0,000000
Redidlo 406,85 3,4411| 0,034930 795,93 397,96 3,6647| 0,028253
Chyba 118,23 14334,44 108,59
Celkem 15130,37

Tabulka €. 8: T- metoda v ¢ase 1,5 hod

C. buiiky

Tukeytiv HSD test; proménna 1,5 hod.
(hodnoceni-pokus)

Ptiblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 118,23, sv= 132,00

fedidlo

1
22,778

2
28,556

3
24,222
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Tukeytv HSD test; proménna 1,5 hod.

(hodnoceni-pokus)

C. buiiky
Ptiblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 118,23, sv = 132,00
fedidlo 1 2 3
22,778 28,556 24,222
1 A 0,031460| 0,803547
2 0,031460 0,141438
3 B 0,803547| 0,141438

Tabulka € 9: T - metoda v ¢ase 2 hod

Tukeytv HSD test; proménna 2 hod. (hodnoceni-

C. buiiky BELE)
Ptiblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 108,59, sv = 132,00
fedidlo 1 2 3
14,111 20,000 16,333
1 A 0,020117| 0,569566
2 0,020117 0,217178
3 B 0,569566 | 0,217178

Tabulka ¢. 10: Vysledky statistiky dle plemene

Jednorozm. vysledky pro kazdou zav. proménnou (plemeno x cas)

Efekt Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy
Stupné 0 hod. 0 hod. 0 hod. 0 hod. 0,5 hod. 0,5 hod.
volnosti sC pPC F p sC pPC
Abs. Clen 1| 306366,8| 306366,8| 3106,686| 0,000000( 211680,0/ 211680,0
Plemeno 1 7,5 7,5 0,076 | 0,783147 5,9 59
Chyba 133 13115,8 98,6 12763,3 96,0
Celkem 134 13123,3 12769,3
Jednorozm. vysledky pro kazdou zav. proménnou (plemeno x cas)
Efekt Sigma-omezena parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy
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0,5 hod. 0,5 hod. 1 hod. 1 hod. 1 hod. 1 hod. 1,5 hod.
F P sC pC F p sC
Abs. Clen 2205,806| 0,000000| 137589,0| 137589,0| 1264,712( 0,000000| 76171,20
Plemeno 0,062| 0,804133 20,8 20,8 0,191 0,662382 0,09
Chyba 14469,2 108,8 16420,28
Celkem 14490,0 16420,37
Jednorozm. vysledky pro kazdou zav. proménnou (plemeno x cas)
Efekt Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy
1,5 hod. 1,5 hod. 1,5 hod. 2 hod. 2 hod. 2 hod. 2 hod.
pC F P sC pC F p
Abs. Clen 76171,20| 616,9670( 0,000000| 34680,00| 34680,00| 305,5945( 0,000000
Plemeno 0,09 0,0007 | 0,978193 37,04 37,04 0,3264| 0,568772
Chyba 123,46 15093,33 113,48
Celkem 15130,37
Tabulka ¢. 11: Vysledky statistiky dle byka
Jednorozm. vysledky pro kazdou z&v. proménnou (byk x ¢as)
Efekt Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy
Stupné 0 hod. 0 hod. 0 hod. 0 hod. 0,5 hod. 0,5 hod.
volnosti SC pPC F p SC PC
Abs. Clen 1| 296773,7| 296773,7| 3531,457| 0,000000| 206540,1| 206540,1
Jméno byka 11 2786,8 253,3 3,015| 0,001369 3112,3 282,9
Chyba 123 10336,6 84,0 9656,9 78,5
Celkem 134 13123,3 12769,3
Jednorozm. vysledky pro kazdou zév. proménnou (byk x ¢as)
Efekt Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy
0,5 hod. 0,5 hod. 1 hod. 1 hod. 1 hod. 1 hod. 1,5 hod.
F P sC PC F p SC
Abs. Clen 2630,690| 0,000000| 134156,7| 134156,7| 1599,190| 0,000000( 7094256
Jméno byka 3,604 | 0,000199 41715 379,2 4,520 0,000010 3920,37
Chyba 10318,5 83,9 12500,00
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Jednorozm. vysledky pro kazdou zav. proménnou (byk x cas)
Efekt Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy
0,5 hod. 0,5 hod. 1 hod. 1 hod. 1 hod. 1 hod. 1,5 hod.
F P sC PC F p SC
Celkem 14490,0 16420,37
Jednorozm. vysledky pro kazdou zav. proménnou (byk x ¢as)
Efekt Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy
1,5 hod. 1,5 hod. 1,5 hod. 2 hod. 2 hod. 2 hod. 2 hod.
pC F p sC pC F p
Abs. Clen 7094256 698,0748| 0,000000| 29699,17| 29699,17| 329,7040| 0,000000
Jméno byka 356,40 3,5069| 0,000273 4050,74 368,25 4,0881| 0,000041
Chyba 101,63 11079,63 90,08
Celkem 15130,37

Tabulka €. 12: Scheffeho test podrobnéjsiho vyhodnoceni pro nevyvazeny model

Scheffeho test
byk vs. by proménna 0 - 2 hod.
das |Ohod |0,5hod 1 hod 1,5 hod 2 hod
Milano/Mozart 0,02618 0,0019| 0,01885| 0,0161
Patriot/Mozart 0,03911
Girold/Mozart 0,0096

Tabulka €. 13: Korelacni koeficienty r mezi ukazateli byka, fedidla a aktivity spermii

Vv pribehu kratkodobého tepelného testu

Redidlo akt0 akt0,5 aktl| aktl,5 akt2
Byk 0| **-0,2654 *-0,2061( *-0,207( *-0,2069| **-0,2605
Redidlo 1 0,0506 0,0699 0,162 *0,2139| **0,2271
akt0 1{ **0,9193| **0,8746| **0,8082| **0,7215
akt0,5 1| **0,9267( **0,8389| **0,7422
aktl 1(**0,9141| **0,8219
aktl,5 1 **0,9091

*p<0,05; **p<0,01.
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Graf ¢. 1: Aktivita spermii — fedidla ejakulatu
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Graf ¢. 2: Aktivita spermii [%] v jednotlivych ¢asovych intervalech
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Graf ¢. 3: Aktivita spermii — plemena bykt
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Graf ¢. 4: Aktivita spermii - byci
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Obrazek €. 1: Udrzovani vzorka v priabéhu kratkodobého tepelného testu

Foto Bc. Petra Neuzilova, 3.10.2013

Obrazek ¢&. 2: Spermie pod mikroskopem

Foto Bc. Petra Neuzilova, 3.10.2013
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