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Zabrezavani dojnic po inseminaci davkami vyrobenymi
konvencné a s pridavkem LDL cholesterolu

Souhrn

Piedmétem této diplomové prace bylo vyhodnoceni uspésnosti zabiezavani dojnic po
inseminaci davkami nafedénymi fedidly béZné€ pouzivanymi a obohacenymi o lipoprotein
snizkou hustotou (LDL). Hypotézou prace je piedpoklad, ze LDL ma vyborné
kryoprotektivni vlastnosti, které ochrani spermie pifed poskozenim béhem mrazeni /
rozmrazeni inseminacnich davek a tim si ejakulat zachova dobré fertilizaéni schopnosti. Proto
dalsim cilem prace bylo vybrat vhodné fedilo ejakulatu byka.

Pro splnéni vySe uvedenych cili byl zrealizovan pokus na inseminacni stanici byka
Natural spol. sr.o. Do pokusu byli vybrani 4 byci holStynského plemene. K vyrob¢
insemina¢nich davek byla pouZzita 3 riizna, na trhu bézné dostupnd, fedidla: AndroMed”,
Bioxcell® a Triladyl®, kazdé ve standardni a pokusné varianté obohacené o LDL cholesterol.
V piipadé AndroMedu® a Bioxcellu® ¢&inil pridavek 6% LDL. V p¥ipadé Triladylu® nahradil
8% piidavek standardni komponentu fedidla (vaje¢ny zloutek). Kvalita ID byla hodnocena
laboratorn¢ in vitro TDT testem, pomoci pocitacové metody CASA a testem na integritu
plazmatické membrany (HOS test).

Na zakladé vysledki laboratornich analyz byly pro inseminaci in vivo vybrany
inseminaéni davky fedéné AndroMedem® a AndroMedem® obohacenym o 6% LDL. Na
farmé Ruda, naleZici k SZP Lany, bylo nahodné vybrano a zapusténo 39 plemenic v rtiznych
fazich laktace, s riznym dennim nadojem a obsahem zékladnich slozek mléka. Brezost byla
zjistovana pomoci ultrasonografické metody.

Zvysledk je zifejmé, Ze 1 pies fenotypovy rozdil v urovni zabiezavani dojnic
inseminovanych LDL dévkami (+3,16 %) nebyl pomoci obecného linearniho modelu zjistén
statisticky vyznamny vliv typu ID na zabfezdvani. Pro potvrzeni hypotézy o pozitivhim
ucinku LDL cholesterolu na zabtezavani krav je zapotiebi realizovat rozsahlejsi provozni

sledovani na vét§im souboru plemenic.

Klic¢ova slova: LDL cholesterol, by¢i ejakulat, zabfezavani, inseminace, fedidla



Pregnancy rate of dairy cows inseminated by doses
produced conventionally and with addition of LDL
cholesterol

Summary

The subject of this thesis was to evaluate the success of pregnancy rate of dairy cows
after breeding, using insemination doses diluted by commonly used extenders and doses
enriched for low density lipoprotein (LDL). The hypothesis is the assumption, that LDL has
excellent cryoprotective attributes which protect the sperm from damage caused during
freezing / thawing of insemination doses and thus maintain a good fertilizing ability of the
ejaculate. Therefore, the next goal was to select an appropriate extender for bull semen.

To accomplish the objectives listed above an experiment was conducted in the bull
stud Natural spol. s.r.o. Four bulls of Holstein breed were selected for this experiment. Three
different, commercially avaliable extenders were used to produce insemination doses:
AndroMed®, Bioxcell® and Triladyl®. Each one of them in standard and experimental variant
enriched with LDL cholesterol. For AndroMed® and Bioxcell®, addition of 6% LDL was
used. A standard component (egg yolk) was replaced with 8% LDL in case of Triladyl®. The
quality of insemination doses was evaluated in laboratory in vitro by TDT test, using the

CASA computer method and the plasma membrane integrity test (HOS test).

Based on the results of the laboratory analyzes, insemination doses diluted with
standard AndroMed® and AndroMed® enriched by 6% LDL, were selected for in vitro
insemination. On farm Ruda, belonging to the SZP Lany operation, 39 cows were randomly
selected and bred in different stages of lactation, with different daily milk yields and contents
of basic milk components. The pregnancy was beeing detected by using an ultrasonographic

method.

The results clearly show, that despite the phenotypic difference in the level of
conception of dams bred by LDL insemination doses (+3,16 %), no statistically significant
effect of different type of ID was determined on pregnancy rate, using the general linear

model. To confirm the hypothesis of a positive effect of LDL cholesterol on conception, a



more extensive operational monitoring would have to be implemented on a larger group of

COws.

Key words : LDL cholesterol, bull semen, conception, insemination, extenders
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1 Uvod

Urovei reprodukce je ukazatelem pohody organismu v daném prostiedi, vyrovnanosti
podminek vngj§iho i vnitiniho prostiedi organismu jako celku. Chovy v Ceské Republice se
delsi dobu potykaji se zhorSujicimi se reprodukénimi ukazateli. Toto mé& za nasledek
zhorSenou ekonomiku vyroby mléka a masa. Bfezosti krav po prvni inseminaci klesaji a
btezost plemenic celkem se dostava pod hranici 50%. Bez dobrych reprodukénich ukazatelt
nebude zajisténa ani dobra produkce, ani dostatecné mnozstvi potomstva na obnovu stada.
Pravidelnost reproduk¢éniho cyklu je ukazatelem zdravého chovu.

V chovech skotu jsou vyuzivany dva zpusoby plemenitby a to bud pfirozena
plemenitba, nebo inseminace. Inseminace piinasi chovateli mnoho vyhod v oblasti $lechténi,
managementu a zlepSovani zdravotniho stavu. Spravna inseminace hraje velmi duleZitou roli
Vv zabfezavani, neméné dulezita je i spravna dikladnd pfiprava inseminacni davky.

Kvalitni plemenny material je velmi cenény, avSak stupenn vyuzitelnosti $pickovych
plemenikt z hlediska jejich reprodukéni kapacity ma sestupny trend. Tento fakt, je dan
akutnim ¢i chronickym zatiZenim organismu a negativnimi vlivy v odchovu a chovu.

U byktl je plemenny materidl konzervovan predev§im dlouhodobé, coZz sebou nese
vetsi riziko posSkozeni spermii. V disledku toho, je kladen velky diraz na zptisob konzervace
materidlu a jeho zpracovani. Hlavnim opatifenim proti poSkozeni spermii, je vhodné fedidlo,
které vytvoii takové podminky, ve kterych budou spermie schopny prezit.

Zpiisob konzervovani spermii, volba vhodného fedidla a vliv na zabtfezdvani plemenic

se stale zkouma a vyviji.



2 Cil prace
Cilem prace je vybrat vhodné fedidlo inseminacnich davek s ptfidavkem LDL a
statisticky vyhodnotit GspéSnost zabfezavani dojnic po inseminaci davkami vyrobenymi

s pfidavkem LDL v porovnani s davkami konvencnimi.
2.1 Hypotéza prace
Hypotézou prace je predpoklad, ze kryoprotektivni vlastnosti LDL pouzitého pfi

vyrobé pokusnych inseminacnich davek zajisti lepsi motilitu spermii v fedidle a zvysi uroven

zabtezavani.
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3 Literarni reSerse

3.1 Pi‘ehled a hodnoceni reproduk¢nich ukazatela

Hlavni ekonomicky zisk v chovech skotu spo¢ivd v produkci telat a mnozstvi
nadojeného mléka. Spravna reprodukce je prvnim krokem k ziskovosti chovu.

Z analyz provedenych Ceskomoravskym svazem chovateli je patrné, ze v obdobi uplynulych
15 let doslo k nartstu mlécné uzitkovosti doprovazenych také prodlouzenim délky mezidobi
(Kucera et Kral, 2005). Tabulka ¢. 1.

Snizend schopnost reprodukce plemenic se vztahuje zejména na vysokoprodukcni
dojnice a je obvykle odezvou organismu piedev§im na troven vyzivy, kondici, ustjeni,
management chovu a celkovy zdravotni stav zvifete. Dal§im faktorem ovliviiujicim vysledek
zabfezavani je prace inseminacniho technika a oplozovaci schopnost spermatu pouzité
inseminacéni davky.

Hlavnim divodem poklesu parametri reprodukce je zvySeni produkce mléka. Neni
pochyb o tom, Ze ¢im je krava vice produkéné zatiZzend, projevi se tento stav i pfi zabfezavani.
Doposud neni ziejmé, do jaké miry produkce ovlivituje reprodukci. Parametry plodnosti jsou
zhorSené ve stadech s vysokou i nizkou uzitkovosti (LeBlanc, 2010).

Mezi zékladni problémy patii Spatny management stada, vyziva a zdravotni stav
zvitat. Jezkova (2008) uvadi, ze vysledky reprodukce plemenic skotu vykazuji dlouhodobé
negativni trend. Poruchy reprodukce plemenic skotu jsou zpasobeny nedostatky
managementu (ze 40 %), vyzivou a krmenim (z 30 %), genetickymi dispozicemi (z 15 %),
nedostate¢nou hygienou, infekcemi a parazity (z 10 %), podminkami chovu (z 5 %).

VétSina autort se shoduje, Ze biezost plemenic je za standardnich podminek ovlivnéna
faktory vnéjSiho prostiedi (96%), plemenici (3%). Jen 1 % tvofi sperma plemenika
(DeJarnnete et al., 2008). Vliv plemenika a inseminac¢ni davky na reprodukci je sice maly, ale
nezbytnym opatienim.

Cilem vSech inseminacnich stanic je produkce inseminac¢ni davky s dostateCnou
oplozovaci schopnosti. Systém kontroly spermatu a vyfazovani podprimeérnych ejakulatt
byki ma sva pfisna pravidla. V zajmu vSech plemenaiskych firem je zpracovat a uchovat co

nejdéle kvalitni ejakulat od nejlepsSich byki (LeBlanc, 2010).
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Tabulka 1: Souhrn vysledkt reprodukce skotu v priibéhu 13 let (CMSCH a.s.)

Bfezost po 1. Inseminaci Délka dnii
Rok kravy |jalovice |celkem |Ins. interval |SP Mezidobi
2000 44,9 63,2 50,1 82,1 117,1 | 399
2002 43,3 62,6 48,6 84,9 123,6 | 404
2003 42,7 62,2 48,4 86,3 124,6 | 408
2005 42,3 62,4 48,2 83,7 124,3 | 412
2006 41,8 62,0 47,8 85,3 125,8 | 410
2007 41,6 61,4 47,5 85,2 125,3 | 409
2008 41,7 60,7 474 83,0 1251 | 412
2010 41,1 61,0 47,1 83,0 1229 |410
2011 40,3 60,0 46,3 80,5 121,0 | 407
2012 40,0 59,4 45,9 77,3 121,5 | 407
2013 40,9 60,0 46,7 76,3 120,9 | 406

3.2 Inseminace

Uméléd inseminace hospodaiskych zvirat je velmi cenénou technikou pii selektovani
populace z hlediska genetiky. Technicky nahrazuje pohlavni rozmnozovani a diky ni je
usnadiiovana celostatni koncepce rozvoje chovll a plemenaiskych programi (Peters & Ball,
2004).

Inseminace hospodaiskych zvifat se zacala postupné rozSifovat za¢dtkem minulého
stoleti, nejveétsi rozvoj nastal po druhé svétové valce, kdy se zacaly intenzivné studovat otazky
dlouhodobé konzervace spermii. Vyuziti glycerinu (1949) v kryokonzervaci a zavedeni
biologickych kontejnert pro uchovéani inseminacnich davek v tekutém dusiku (1964),
vyznamné ovlivnilo §lechtitelsky pokrok v chovu skotu (Louda et al., 2001).

Umeéld inseminace piinasi fadu vyhod, zejména moZnost vyuZziti bykll ze zahrani¢nich
populaci, mozZnost tvorby individualniho pfipatovaciho planu, geneticky pokrok, vyuZziti
Spickovych plemenikil ve vEétsi mire.

Hlavnim cilem a zarovenl nejvétsi vyhodou inseminaci je geneticky zisk. Diky
inseminaci se miZou rozsifovat jen ty nejlepsi geny a plemenné materidly v mnohem vétsi
mife, nezli u pfirozené¢ plemenitby. Chovatelé maji pfistup ke Spickovému genetickému

materialu, ktery je provéfovan, testovan a k dispozici.
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Efektivnost nakladd je dals$i vyznamnou vyhodou inseminace. Na inseminacnich
stanicich jsou davky peclivé zkoumany pied i po zmrazeni a tim se eliminuje riziko
fertiliza¢ni neschopnosti. Pokud je byk neplodny, ¢i ma néjaké genetické i negenetické vady
ejakulatu, inseminac¢ni davky se nevyrabéji. Pokud vSak chovatel pofidi subfertilniho byka,
coz zjisti az nékolik mésicii po jeho koupi, je pro n¢j tento krok vysoce ztratovy.

Pfi inseminaci se eliminuje riziko nakazy. Inseminacni stanice fadné provétuji a
kontroluji zdravi kazdého nové koupeného byka, ¢imz se znemoznuje pienos jakékoliv
nemoci do chovu skrz inseminacni davku.

Chovatel si vybira pfi individualnim pfipafovacim planu, na kazdou kategorii krav, ¢i
skupinu jiného byka, ktery zlepSuje jinou vlastnost. Béhem této selekce se jednoduse vytvoti
produk¢ni a stabilni stado, coz v pfirozené plemenitb¢ neni mozné.

Diky inseminaci se vSe peclivé eviduje, tudiz je detailné¢ zndm reprodukéni cyklus
kazdé plemenice a pivod telete, coz mé pozitivni dopad pfi fizeni a managementu stada.

(Peters & Ball, 2004).

3.3 SloZeni by¢iho ejakulatu

Ejakulat je slozeny z ¢asti bunééné — spermie, a z ¢asti tekuté — semenné plazmy. U
bykii je denn& produkovéano okolo 6,5*10° spermii a objem ejakulatu se pohybuje od 2 do 10
ml. S vékem se denni produkce zvySuje a dosahuje maxima az okolo 7 let (Reece, 2011).
Ptidatné pohlavni Zlazy vytvareji semennou plazmu, kterd vytvarii pfirozené fedidlo spermiim.
Je to tekutina specifického mnoZstvi a barvy, jejiz pH se pohybuje v rozmezi 6,20 — 7,50.
V semenné plazmé je pfitomno mnoho nizkomolekularnich i vysokomolekularnich latek —
zejména lipidy, proteiny, sacharidy, anorganické ionty, organické kyseliny a vitaminy
(Marvan et al., 2011). Z celkového poctu proteinii v semenné plazmé tvoii 65 % BSP (bovine
seminal plasma) proteiny, které hraji vyznamnou roli pfi kryokonzervaci ejakulatu. Semenna

plazma se podili na celkovém ejakulatu byka z 90% (Gamcik et al., 1992).

3.3.1 Morfologie spermii
Spermie jsou diky své morfologické stavbé samostatné motilni buiiky urcené k cilené
funkci. Spermie je tvofena hlavickou a bicikem. Cely povrch je pokryt plazmatickou

membranou.
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Zakladem hlavicky je nukleoplazma, kterd je kryta jadernou membranou s vyjimkou
oblasti spoje bi¢iku k hlavicce. V piedni ¢asti hlavicky je akrozomalni vacek, ktery pokryva
jeji polovinu a obsahuje enzymy, které napomahaji pruniku spermie do vajicka. Spodni Cast
hlavicky ma vykrojeny tvar, ktery se oznacuje jako implanta¢ni jamka. Do této jamky zapada
spojovaci ¢ast bi¢iku, oznacovana také jako krcek.

Bicik je hlavni ¢asti spermie, kterd zajistuje pohyb. Lze ho rozd¢lit na Ctyii casti -
¢ast spojujici (kréek — connecting - piece) bi¢ik s hlavi¢kou, sttedni ¢ast (mid - piece) — kde se
nachazi mitochondridlni pochva, tedy hlavni energetické centrum spermie, dale ho délime na
¢ast hlavni (principal - piece) a koncovou (end - piece). Zakladem bi¢iku je axonema. Ta je
tvofena dvéma hlavnimi mikrotubuly, okolo kterych je dalSich 9 part vldken oznafovanych
jako dublety. Po cel¢ délce biciku s vyjimkou koncové ¢asti je komplex vldken drzen
pohromadé¢ fibrozni keratinoidni pochvou nasedajici na vldkna. V nich jsou enzymy ATPésy
vyuzivajici energii z ATP, ¢imz je zajiStén asynchronni, ale koordinovany pohyb po celé
délce bic¢iku. (Vinkler, 2009; Vézni et al., 2004; Fawcet, 1975).

Hlavni fyzickou bariéru proti poskozeni spermie z vnéjSiho prostiedi tvoii plazmaticka
membrana. Zaroven je také mistem, které je nejcitlivéj$i na kryokonzervaci. Dochazi zde
K nejvétsimu poskozeni spermii v dusledku mrazeni. Hlavnim pfedpokladem uspésné

fertilizace je integrita a normalni funkce plazmatické membrany (Eddy, 1994).
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Obr. 1 Morfologicka stavba spermie
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3.3.2 Metabolismus spermii

Zakladem pro pohyb spermii, je prevod chemické energie na mechanickou, pomoci
kontraktilnich proteinli, které vyuzivaji ATPazovou aktivitu k ziskani energie. Spermie
ziskavaji energii bud’ fruktolyzou nebo respiraci. VétSina energie je uvolfiovana oxidaci
vV mitochondriich a jeji pfenos je zprostfedkovan transportnimi latkami obsahujici snadno

Stépitelné vazby (VéEznik et al., 2004).

3.3.3 Motilita

Motilita - jeji posuzovani a kvalitativni hodnoceni, patfi na pfedni mista vyctu
spermoanalytickych hodnot. Soucasné jsou zkoumany dv€ veli¢iny a to pohyblivost a
rychlost. Rychlost pohybu spermii vétSina autort povazuje za klicovou veli¢inu pfi
posuzovani fertiliza¢ni schopnosti semene. Kliment et al., (1983) tvrdi, Ze vyznamné;si
veli¢inou pro fertilizaci spermii je Casovy interval, po ktery si spermie uchovd svij
progresivni pohyb. Pfi velmi rychlém pohybu, spermie ztraci své enzymy a takovy ejakulat
musi byt co nejdiive uveden do anabidzy. Z funkcéniho hlediska je pohyb spermii nutnou
podminkou k jejich priniku do vaje¢né buiiky. Proto je pfipravenost energie (ATP) zakladni
potiebou vybavenosti kazdé spermie. Motilitu spermii ovliviiuji endogenni i exogenni faktory.
Mezi endogenni faktory patii v€k donora, doba pobytu spermii v nadvarleti, zrani spermii,
energetickd zasoba ATP, membranovy transport, pohyb bi¢iku, vazebné proteiny, aglutinacni

faktory, protilatky, membrénova integrita. Z exogennich faktorti jsou to biofyzikéalni a
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fyziologické faktory jako — hydrodynamika, viskozita, osmolarita, pH prostiedi, teplota,
iontové slozeni, semennd plazma, vaginalni prostiedi, cervikalni sekret.

Zralé a integritni spermie se prezentuji v ejakulatu pohybem, ktery oznacujeme za
souvisly, dopfedny, tedy progresivni. Spermie pii progresivnim pohybu rotuji kol své osy 3-
15 otacek za sekundu a tento spiralovy pohyb je té€z ovliviiovan proudici tekutinou (Véznik et
al., 2004).

Zakladni ukazatele nativniho semene byka - objem > 4 ml; koncentrace spermii v mm?>

>700 000; pH 6,9; procento pohyblivych spermii > 70 %; patologické spermie max. do 20 %.

3.4 Kvalitativni a kvantitativni ukazatelé ejakulatu byka

3.4.1 Zpracovani ejakulatu

Poté co se odebere semeno, musi byt zachovana jeho pivodni teplota 30-35°C.
Vstupni hodnoceni kvality spermatu je provedeno okamzit¢ po odbéru. Sperma je
kontrolovano vizualn¢, musi byt prosté od jakychkoliv piimési, krve, chlupt, necistot, hnisu,
slamy atd. Pfi vstupnim hodnoceni ejakuldtu se méfi hustota, objem a mikroskopicky se

posuzuje aktivita (Peters & Ball, 2004).

3.4.2 Makroskopické posouzeni

Ziskany ejakulat se makroskopicky hodnoti v laboratofi pfi teploté 18 — 25 °C, aby
nedochazelo k chladovému Soku. Mistnost musi byt €istd, sucha, dobtfe vétratelna, s umélym
osvétlenim, bez moznosti priniku pfimého slunecniho svétla. VSechny pomicky, které
pfijdou do kontaktu s ejakulatem, musi byt dokonale omyty, oplachnuty destilovanou vodou,
aby nedochazelo k tvorbé vodniho kamene a sterilizované. Pied pouzitim se pomiicky
predehiivaji v termostatu na teplotu ejakulatu. Ejakulat se posuzuje okamzité po odbéru,
nejpozdéji vSak do 10 minut po odbéru. Kvalitni ejakuldt ma smetanovou az mlécnou barvu a
jeho pach pfipominé pach nadojeného mléka, pH se pohybuje v rozmezi 6,4 — 7 (Gamcik et
al., 1992). Vysetiuje se makroskopicky a mikroskopicky (Andrabi, 2009).

Makroskopicky se hodnoti mnozstvi ejakuldtu pomoci laboratornich vah. Smyslove se

hodnoti zrnitost, barva, pach a pfimiseniny (Gamcik et al., 1992).
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3.4.3 Mikroskopické posouzeni

Mikroskopické hodnoceni ejakulatu se provadi hned po odbéru, nejpozdéji do 10
minut. VySetfeni se provadi pii teploté¢ 38 — 40 °C pod mikroskopem. Mikroskopicky se
posuzuje koncentrace spermii, aktivita, intenzita pohybu a morfologie spermii. Patogenni
spermie se Vv ejakulatu mohou vyskytovat maximalné do 20 %. Mikroskopické posouzeni
aktivity spermii je provadéno subjektivné vyskolenym technikem (Andrabi, 2009; Véznik et
al., 2004; Gamcik et al., 1992).

3.4.4 Redéni ejakulatu

Do ejakulatu se pfidavaji komercné dostupnd tedidla, kterd maji za cil ochrénit
spermie pied chladovym Sokem béhem zpracovani a zaroven zvySovat objem ejakulétu.
Redéni ejakuldtu musi prob&hnout nejpozdéji do 10-15 minut od vlastniho odbéru. Béhem
této doby se ejakulat makroskopicky i mikroskopicky hodnoti o konstantni teploté. Teplota po
celou dobu zpracovani by méla byt stejna (= 1°C), aby se zabrdnilo chladovému Soku.
Redidlo se pfidava do ejakulatu postupné, o stejné teploté jakou ma ejakulat (Lukad et al.,
2007). Po ptidani fedidla do ejakulatu se ob& slozky musi nechat par minut promichat, nezli
piijde na fadu dalsi proces vyroby — plnéni ejakulatu do pejet (Peters & Ball, 2004; Louda et
al., 2009; Stadnik et al., 2014).

3.5 Redidla ejakulatu
provedenim biologickych zkousek ejakulatu.

SloZeni fedidel 1ze podle Klimenta et al., (1989) rozdé¢lit do tii skupin podle G¢innosti:
Extendory — slouzi pouze ke zvétSeni objemu semene.
Protektory — slouzi jako zdroj vyzivy a ochranuji spermie mimo organismus.
Implementory — jsou v podstaté protektory, kterym byly pfidany latky piisobici na pohlavni
organy samic, ovliviiujici pfiznive spermie a proces oplozeni.

Redidlo by mé&lo obsahovat slozky, které maji za kol chranit spermie pfed chladovym
Sokem. SloZeni fedidla a zaclenéni vhodnych kryoprotektanti do néj, jsou dulezité faktory pfti

uspesné kryokonzervaci spermii (Bousseau, 1998; Holt, 2000). Kryoprotektanty fadime do
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dvou skupin, penetrujici do buiiky a nepenetrujici do buiiky. Mezi kryoprotektanty pronikajici
do bunky fadime glycerol, dimethylsulfoxid, ethylenglykol, propylenglykol. Kryoprotektanty,
chranici bunky na povrchu, jsou napiiklad - vajecny zloutek, odstiedéné mléko,
aminokyseliny, dextrany a sacharoza.

Jako kryoprotektanty se pouzivaji lipoproteiny, nebo latky s vysokou molekularni
hmotnosti, naptiklad mléko ¢i vajeény zloutek. Z rostlinnych komponent tuto funkci zastava
sojovy lecitin ¢i glycerol. DalSimi pfisadami jsou antibiotika, ktera zabranuji kontaminaci
ejakulatu, ale nijak neovliviiuji zivotaschopnost spermii. Zakladni komponente fedidel je Bi-
destilovana voda, ktera plni funkci nosice latek v fedidle obsazenych (Aires et al., 2003;
Peters & Ball, 2004).

Mezi zéakladni prvky fedidel patii latky, které jsou zdrojem energie — glukoza ¢i
fruktoza. Tyto latky poskytuji spermiim okamzité a dostatené mnozstvi energie. Pro
dlouhodobou konzervaci je vhodna fruktoza, misto ni lze také vyuzit jako plnohodnotnou
nahradu laktat, ¢i pyruvat (Ford 2006). Dle Knazické et al. (2010) je nejvhodnéjS$im
energetickym substratem v fedidlech kombinace glukézy a sacharézy. Jelikoz koncovym
produktem metabolismu spermii je kyselina mlécna, kterd okyseluje prostfedi, musi byt
v fedidle pritomny iontové i neiontové latky, které plni funkci pufru naptiklad citrat sodny ¢i
fosfat.

Noveé jsou zkoumany napiiklad ptidavky mastnych kyselin (kyselina arachidonova),
aminokyselin (glutamin, cystein) a jinych cennych latek do fedidel, za cilem sniZovat
poskozeni spermii v disledku kryokonzervace a tim zvySovat Sanci na zabtezavani (Ejaz et

al., 2014; Topraggaleh et al., 2014).

3.5.1 Bezzloutkova redidla

Zakladni slozky téchto ftedidel tvoii rostlinné prvky, nejcastéji sojovy lecitin a
glycerol. Jejich pouzitim se sniZuje riziko pfenosu patogenti a oplozovaci schopnost je
zachovana (Bosseau et al., 1998; Thun et al., 2002). Tyto latky plisobi na spermie tak, ze
prochazeji pfes plazmatickou membranu a chrani buiiky uvnitf. Na rozdil od zivociSnych
slozek fedidla, které vytvareji ochranny film na povrchu bunék. Glycerol je velmi Casto
pouzivanou latkou v fedidlech, nebot’ snizuje mechanické poskozeni spermii. AvSak ve
vysokych koncentracich je pro spermie letdlni, jelikoz prostupuje plazmatickou membranou

pfili§ pomalu a narusuje tim osmoticky tlak (Farstad, 2009, Dobrinski, 1993). Sojovy lecitin
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je kvalitni ndhrazkou vajecného Zloutku v fedidlech a vyrazné€ snizuje hygienicka rizika oproti
jinym pouzivanym komponentim (Forouzanfar, 2009). Prado (2012) nezjistil vyznamny
rozdil mezi pouzitim ptidavku sojového lecitinu a vaje¢ného zloutku v fedidle.

Bezzloutkova tfedidla: AndroMed (Minitiibe Germany, Tiefenbach), BioXcell — IMV France,
L Eigle).

3.5.2 Zloutkova Fedidla

Redidlo na bazi vajeéného Zloutku se b&zné pouziva pii kryokonzervaci spermatu
byk jiz od roku 1939.

Principem ochrany spermii proti chladovému Soku je fakt, ze lipidy a lipoproteiny
zejména LDL vytvaii ochrannou vrstvu na povrchu membrany spermii, a tim zabraiuji
procesu vytvafeni smrtelnych intracelularnich ledovych krystall a snizuji poSkozeni
membrany béhem a po kryokonzervaci (Amirat et al., 2004). Vajecny Zloutek se obvykle
pouziva ve 20 % koncentraci, vyssi koncentrace ptisobi na spermie toxicky ( Sansone et al.,
2000). Do tedidel se mtze pouzivat Zloutek Cerstvy nebo také precistény. Pridanim vaje¢ného
Zloutku do fedidla se dosahlo >50 % pfezitelnosti spermii po kryokonzervaci. I pfes tento
uspéch v prezitelnosti, je zde vysoké riziko endotoxinu a pfenosu patogenil z zivociSné
slozky. Dalsi nevyhodou Zzloutku je jeho nekonzistentni slozeni a granula, kterda ztéZuji
mikroskopické stanoveni aktivity spermii (Ansari et al., 2010). Pfitomnost steroidnich
hormonit ve vajeéném zloutku, zejména progesteronu, snizuje fertilizaéni schopnosti
ejakulatu in vivo (Moreno, 2013).

Miéko nebo kombinace vajecného Zloutku a mléka mohou byt také pouzity jako
kvalitni fedidlo pro spermie. Slozky mléka se chovaji jako antioxidanty, chrani spermie proti
reaktivnim formdm kysliku, které mohou byt pfitomny béhem zpracovani pred zmrazenim.
Zde je mozné riziko toho, Ze kravy, které nemohou zabteznout po ID ve kterych je ptidavek
mléko ¢i vajecny zloutek, si vytvaii imunitni odpovéd’ na urcité proteiny (Foote et al., 2002).
Laboratorni studie nyni ukazuji na to, zZe vaje¢ny zloutek metabolicky zatéZuje spermie, je zde
pfitomnosti substanci, které zabrafnuji dychani spermii nebo snizuji jejich motilitu, se zacali
mnozit pozadavky pro nahrazeni celého vajecného Zloutku (Moussa et al., 2002).

Proto, je snaha nahradit zivoc¢isny pridavek za rostlinny a uchranit tak spermie pied

moznou kontaminaci (Mutalik, 2014).
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Bylo zjisténo, ze slozka, kterd chrani spermie pied kryokonzervaci je latka LDL, ktera
se ziskava ze zloutku ultracentrifugaci (Medeiros, 2002).
Zloutkova fedidla: Triladyl, Biladyl (Minitiibe Germany, Tiefenbach), BullXcell (IMV
France, L’Eigle), BoviPRO (Minitube of America), Steridyl — (Minitiibe Germany,
Tiefenbach), Optidyl (IMV France, L"Eigle)

3.6 LDL — low density lipoprotein

LDL je slozka vajecného zloutku, ktera ptfedstavuje asi 2/3 suSiny ze zloutku. Tyto
proteiny se nachézi v tekuté ¢asti zloutku i v jeho granulich. Specifické lipoproteiny jsou
kulovité ¢astice s jadrem o velikosti v primétu 17 — 60 nm a pH 6,3 -7,5. Jadro tvofi soubor
triglyceridi a cholesterolu, coz tvoii asi 74 % z celku a obklopuje ho vrstva fosfolipidi a
proteinti. LDL se sklada z 83 — 89 % tuku a 11 — 17 % proteinu (Burley, 1975; Martin et al.,
1964).

Pouziti vaje¢ného Zloutku v fedidlech pro kryokonzervaci spermii piedstavuje urcité
riziko tim, Ze podporuje rist bakterii nebo jiz vajecny Zloutek do jisté miry kontaminovan je
(Bousseau, 1998). Vzhledem k témto rizikim, byla snaha najit latku, ktera by dokazala
nahradit vaje¢ny zloutek, avSak nezatézovala ejakuldt mikrogranuly, ¢i kontaminaci a
steroidnimi hormony. Bylo zjisténo, ze soucasti vaje¢ného zloutku jsou lipoproteiny s nizkou
hustotou (low density lipoprotein) neboli LDL a poskytuji spermiim ochranu pfi
kryokonzervaci. Tato ochrana spociva bud ve vytvofeni tenkého ochranného filmu na
povrchu plazmatické membrany, nebo nahrazenim urcitych membranovych fosfolipidd, které
jsou poskozeny béhem kryokonzervace (Amirat, 2004; Akhter, 2011). Zakladem této ochrany
je slozka LDF — (low density frakce), kterd se specificky a rychle vaze na BSP proteiny
VvV plazmé a tim tvofi stabilni, specificky komplex zachovavajici si integritu po zmrazeni a
rozmrazeni (Hu et al., 2011; Bergeron, 2004). Moussa et al., (2002) vyvinuli extrak¢ni proces
k ziskani LDL z vaje¢ného Zloutku a Amirat et al., (2004) potvrdili, ze diky extrakci se
snizuje riziko bakteridlni kontaminace, avSak neeliminuje se proces gelovaténi, ktery omezuje
pohyb spermii (Kojima, 1985; Blume, 2015). Wang et al., (2014) zkoumali vliv LDL
v riznych druzich ptacich vajec. Z vyzkumu vypliva, Zze LDL extrahovany z holubiho
vajeéného zloutku ma nejlepsi kryokonzervaci uc¢inky v optimalni koncentraci 0,09 g LDL /

ml.
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V poslednich letech ¢etné studie potvrdily, Ze LDL extrahovan z vaje¢ného zloutku, je
uspesny pii kryokonzervaci spermatu kanct, bykti a pst (Manjunath, 2002).
Moussa et al., (2002); Hu et al., (2011) zjistili, ze 8 % pridavek LDL do fedidla ma lepsi
ucinky na zivotaschopnost spermii po rozmrazeni nezli 20% ptidavek vajeéného zloutku.
Amirat et al., (2004) publikovali, Ze kryokonzervace spermii s LDL piidavkem ma pozitivni
vliv na motilitu, vyssi rychlost pohybu, mensi procento porusenych plazmatickych membran
nezli u kryokonzervace spermii v Optidylu, a to 1 pro uchovavani cerstvého spermatu po

kratkou dobu.

3.7 Kryokonzervace ejakulatu

Je obecné znamo, Ze mrazem konzervované semeno savci ma horsi fertiliza¢ni
schopnost nez Cerstvé semeno. Kryokonzervace - hluboké zmrazovani ejakulatu v tekutém
dusiku na teplotu — 196°C, je neocenitelna technika v reprodukéni medicing, ktera poméaha
zachovat zivotaschopnost a plodnost spermii. Cilem této metody je uchovat plemenny
material po delsi dobu — napiiklad nékolik let (Mutalik et al., 2014; Louda et al., 2001).

Kryokonzervace méni strukturu a fyziologické procesy ve spermii. Bunéénd aktivita se
zastavuje mrazenim a znovu se obnovuje az pii rozmrazovani inseminaénich davek. Tyto
zmeény se projevuji zejména na motilité spermii, struktuie a ovliviiuji fertilizacni schopnosti
ejakulatu. Kryokonzervace zahrnuje faze, jako jsou: sniZovani teploty, bunécna dehydratace,
zmrazovani a rozmrazovani ejakulatu (Barbas, 2009; Medeiros, 2002).

Riizné stupné poskozeni spermii mohou nastat v jakékoliv fazi kryokonzervace.
Salamon et al., (2000) uvedli, ze nejcitliveéjsi Casti spermie pii kryokonzervaci jsou vngjsi
akrozom a plazmaticka membrana.

Podle Thurson et al. (2002a) kryokonzervace semene velice usnadfiuje pienos
hospodaisky Zadoucich genli, protoze semeno je snadno transportovatelné na velké
vzdalenosti a rychle zvySuje geneticky potencial v chovu. Pomoci kryokonzervace je mozno
kontrolovat pfenos urcitych patogenti a tim ptedejit zdravotnim problémim ve stade.

Kryokonzervace semene se uspéSné pouziva u nékolika druht zvifat. Problémem jsou
rozdily fertilizani schopnosti semene po rozmrazeni, nebot je velmi rozdilnd senzitivita
spermii pii kryokonzervaci. Pii shodném postupu kryokonzervace, bez ohledu na kvalitu
spermatu pied zamrazovanim, méa semeno nékterych jedincii velmi nizkou motilitu. Je to

zpusobeno poruSenim akrozému a plasmatickych membran, coz vede ke snizené fertilizacni
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schopnosti. Tyto rozdilné vlastnosti plasmatickych membran plati i v ramci stejného druhu
(Thurson et al., 2002a).

Thurson et al. (2002b) uvadi, Ze mira poskozeni spermii chladem zavisi jednak na
rychlosti, kterou jsou spermie zchlazovany a také na vysledné teploté, na kterou se ejakulat

zchladi.

3.7.1 PoSkozeni p¥i zmrazovani

Kdyz je proces zchlazovani pfilisS rychly, tak voda ze spermii nestihne proniknout do

okolniho média a dojde k zformovani ledovych krystali uvniti buniky. Tvorenim krystalti ledu
dochdzi k uvoliiovani latentniho tepla, které narusuje optimalni prab¢h mrazeni.
Pii pfili§ nizké rychlosti zchlazovani sice Kk tvorbé ledovych krystali nedochazi, ale
problémem je zména pH a vysoka koncentrace iontll rozpusSténych uvnitt buiiky, které mohou
poskodit bunéénou membranu nebo zpusobit denaturaci DNA. Tento jev se nazyva ,,sollution
effect*.

Praci usnadiiuji programovatelné zmrazovace, které teplotu zamrazovani ¢astecné
kontroluji, indukuji tvorbu krystalkl ve spermiich. V priibéhu zchlazovani semene muze dojit
k nezadoucimu procesu zvanému kryokapacitace. Jedna se o zmény, které jsou podobné
kapacitaci spermii, kterd neni Gplné dokoncena. Takto pozménéné spermie mizou vykazovat
pfed¢asnou akrozomadlni reakci, jest¢ pred dosazenim ampuly vejcovodu a tim ztracet

fertilizacni schopnost (Holt et Medrano, 1997).

3.7.2 PoSkozeni p¥i rozmrazovani

Hanuldkova a Machal (2011) porovnavali nej€astéji pouzivané metody insemina¢nich
technikll pfi rozmrazovani inseminacnich davek bykt. Bylo prokazano, Ze inseminacni davky
rozmrazené v dlani méli nejniz8i aktivitu, davky ponechané po rozmrazeni v lazni 5 min

Vv chladu méli také niZsi aktivitu neZ davky rozmrazené standardni metodou v 1azni pii 38 °C.

3.8 Biologické zkousky ejakulatu
Testovani ejakulatu ndm umoznuje zjistit miru ptezitelnosti a odolnosti spermii vici
biologickym zkouskdm ejakulatu. Byla prokdzdna uzka korelace mezi biologickymi

zkouskami ejakulatu a fertiliza¢ni schopnosti spermii. Diky témto testim miZeme posoudit
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vhodnost pouzitého fedidla a metodu zpracovani ejakuldtu pro individualni zvitata (Louda et

al., 2001; Véznik et al., 2004).

3.8.1 Hypoosmotic swelling test

Hypoosmotic swelling test (HOS test) patii mezi jednoduché prikazy membranové
urovné spermii stanovenim jejich semipermeability a je doplitkem metod, hodnotici vitalitu
spermii. Podstatou HOS testu je fakt, ze u nenarusené membrany Zzivé spermie Vv
hypoosmotickém prostiedi, dochdzi prinikem vody ke zvétSovani objemu, a tim dojde k
reakci bicikll spermii jejich stacenim po priniku vody do bunky. HOS test je mozny
kombinovat s barvenim spermii na zivé/mrtvé, ¢imz se uptesni vysledek.

Vyhodnoceni HOS testu se provadi mikroskopicky, pti 400 nasobném zvétSent.
HOS pozitivni reakce a zbarveni eosinem negativni - spermie Zivé a membrany intaktni,
HOS negativni reakce a zbarveni eosinem pozitivni - spermie mrtvé a membrany narusené,
HOS pozitivni reakce a zbarveni eosinem pozitivni - spermie reagovaly jako zivé, ale v
pribéhu testu doslo k naruseni membrén pro snizenou jejich funkéni resistenci.

Hypoosmoticky roztok: 0,735 g citratu sodného (Na3C6H507 . 2H20) a 1,351 g
fruktozy ve 100ml destilované vody

Vysledky tohoto testu byly hodnoceny fadou autori v navaznosti na fertiliza¢ni efekt,
pohyblivost spermii a vétSina zaveérd vyznéla v pozitivni posudek (Véznik et al., 2009 ;
Véznik et al., 2004).
Obr. 2 Tvary spermii pii reakci na HOS test

(9)

SRR

http://www.kaanaydos.net/androloji laboratuvari.php

3.8.2 Barveni spermii na Zivé/mrtvé
Timto testem sledujeme vitalitu spermii. ZkouSka je zaloZena na rozdilné afinité

zivych a mrtvych spermii k barvivim. NaruSené a mrtvé spermie pfijimaji barvivo a jsou
rizové a cervené, zivé spermie nepropusti barvivo a jsou bilé. Vysledek se vyjadiuje

v procentech (Louda et al., 2001)
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Obr. 3 Spermie po barveni na zivé/mrtvé

Zivé mrétvé
bily bily
@D
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bila \ modra

A B lC \p

(Louda et al., 2001)

3.8.3 CASA -computer assisted semen analysis

Specialni technikou vySetieni ejakulatu je pocitacova analyza spermatu — (CASA).
Jejim cilem je stanoveni kompletné standardizovanych, objektivnich a opakovatelnych testl
pro stanoveni koncentrace, pohybu a morfologie. Zatizeni se sklada z fazového mikroskopu,
videokamery a rekordéru, monitoru a pocitaem s tiskarnou. Sperma je umisténo ve
specidlnim mikroskopickém sklicku Leja. Pfi hodnoceni pohybu se stanovuje napft. linearni
rychlost (straight-line velocity - VSL), primérna rychlost na skute¢né draze (curvilinear
velocity - VCL), parametry oscilace a mnoho dalsich veli¢in. Zakladni vySetfeni spermatu je
mozné také doplnit fadou dalSich testd (Crha et al., 2003). Nicméné korealce mezi udaji
ziskanymi pomoci CASA a plodnosti byki se v praci Saackeho et al. (1980) neliSily od téch

ziskanych pomoci subjektivniho hodnoceni.

3.8.4 Dlouhodoby chladovy test piezitelnosti

Ejakulat se standardnim zplsobem natfedi a nasledné vlozi do chladni¢ky o teploté 1
az 3 °C. Kazdy den pfiblizné€ ve stejnou dobu se hodnoti aktivita spermii pod mikroskopem na
vyhtivaci desticce. Hodnoceni probiha subjektivné. Za dobry ejakulat se povazuje ten, ktery

ma po 96h od odbéru aktivitu spermii 50% (Louda et al., 2001).

3.8.5 Kratkodoby tepelny test pireZitelnosti
Natfedény ejakulat se postupné zahiivd ve vodni lazni na 38°C. Po hodinovych

intervalech se hodnoti aktivita spermii, ve tfech zornych polich. Tento test trva 6h. Spermie
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s absolutni délkou Zivotnosti jsou biologicky hodnotnéjsi. Vysledky se vyjadiuji v procentech
(Louda et al., 2001).

3.8.6 TDT - Termodynamics Diagnostic test
Termodynamicky test je hojn¢€ vyuzivand metoda, kterou se hodnoti pokles aktivity

spermii v ¢ase. Inseminacni davky vyrobené z posuzovaného spermatu se rozmrazuji ve

vodni lazni pfi teplot¢ (38°C - 40 °C) po dobu 40 vtefin. Poté se pejety osusi sterilni
bunic¢inou, a odstfihne se zataveny horni konec. Aktivita se vyhodnocuje subjektivné pomoci
mikroskopu pii 250 nasobném zvétSeni. Motilita se hodnoti vzdy ve tfech zornych polich a
odhadem se stanovi procentuelni zastoupeni spermii, které vykazuji rychly pfimocary pohyb
vpted za hlavickou. Aktivita se hodnoti az v péti ¢asech, Omin, 30min, 60min, 90min,
120min, aby bylo zjisténo, jak dlouho po rozmrazeni bude zachovéna aktivita spermii (Véznik

etal., 2004; Louda et al., 2001).
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4 Material a metodika

4.1 Inseminacni stanice byki

Inseminacni stanice bykt firmy Natural s.r.o, se nachazi v Hradistku pod Mednikem.
Pasobi na trhu jiz od roku 1991. Certifikat, ktery ziskala - EU CZ21790087, ji opraviiuje k
prodeji inseminaénich davek nejen v Ceské republice, ale ve viech zemich Evropské unie a
dal$ich s unii asociovanych. K6d NAAB, jenz firma Natural pro stanici obdrzela od National

Associtionof Animal Breeders (USA), umoznuje volny vyvoz insemina¢nich davek do USA.

Na inseminac¢ni stanici je momentalné chovano 90 bykii. Jsou zde v odbérech byci vétSiny v

CR  chovanych  plemen  skotu: dojnych,  kombinovanych 1  masnych.

Vybaveni stanice je na vysoké technické urovni, vyrabi se pod pfisnym veterindrnim
dozorem, vysledkem jsou insemina¢ni davky vynikajici kvality z hlediska plodnosti i
zdravotnich parametrii. Jejich bezpecnou identifikaci zarucuje kontrolovany systém prace
laboratofe 1 stanice. Provoz spliuje pfisné cCeské 1 evropské hygienické a veterinarni
podminky. Motilita spermii inseminacnich davek je pfed opusténim stanice opakované

pfezkousena (Natural, 2007).
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4.2 Byci

Do pokusu byli vybrani 4 byci holstynského plemene, ustdjenych v ISB Natural. Byci byli
vybrani na zéklad¢ jejich plemennych hodnot a pozadavku chovu, ktery se pokusu ucastnil.
Od kazdého byka bylo pouzito 9- 10 inseminacnich davek, znichz bylo 50 % vyrobeno
s ptfidavkem LDL a zbylych 50 % vyrobeno konvencné.

NEO — 739 Laurin — dcery Laurina vykazuji dobrou mlé¢nou uzitkovost, slusny zevnéjsek a
velmi dobré znaky fitness. Mezi predni vlastnosti toho byka se fadi kg bilkovin, znaky fitness,
dobra vemena.

NEO - 197 Milano - Milano ma vyborné genomické plemenné hodnoty v USA bez
jakychkoli nedostatki.

NEA — 922 Moxie — dcery Moxieho maji nadprimérné vysledky v obsahu mlé¢nych slozek,
maji vynikajici zevnéjSek a pevné zdravi. Hlavni ptfednosti toho byka je vybornd vlastni
plodnost a $pickovy obsah tuku a bilkovin.

NEO - 269 Pikant - Pikant ma celkové vynikajici profil genomickych plemennych hodnot.
Byk pfenasi na potomstvo Spickovy obsah mlécnych slozek, které byly otestovany na ptisné
Svycarské bazi. Byk svym dédiénym zalozenim dava piedpoklad zdravého, plodného a

dlouhovékého potomstva.

Tabulka 2: Plemenné hodnoty vybranych bykt (Zdroj: Natural s.r.0.)

, Kg [, o] Ko | RPH | RPH | RPH SIHIGT

Byk kgM1 % T [ 1% Bl 57| "sg' | dlo. | doj. [°P2%| i
Laurin NEA - 739 | 911 | -0,02] 38 |0,07] 38 | 98 | 121 | 107 | 89% | 128.6
Milano NEO - 197 1| 1606 | 0.11 | 87 |0,06] 63 | 229 | 28 | - | - | 2212

Moxie NEA -922 | -461 | 0,48 | 16 |0,29]| 3 88 136 | 96 | 89% | 1174

Pikant NEO-269 “ | 767 [ 0,38 | 65 [0,45[ 29 | 109 | 114 | 107 | 78%

Zkratky
' Genomické hodnoty USA

2, Genomické hodnoty Svycarsko

RPH dlo. — relativni plemenna hodnota pro dlouhovékost
RPH doj. — relativni plemenna hodnota pro dojitelnost
SIH — selek¢ni index HolStynského plemene

RPH — relativni plemennd hodnota

GTPI — genomické plemenné hodnoty USA
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4.3 Vyroba ID
Vyroba ID probihala 4. 6. 2014 a 18. 6. 2014 na ISB Hrad’isStko pod Mednikem.

4.3.1 Odbér

Vyse vybrani byci byli ptivedeni na ptipoustédlo, kde byl ejakulat odebran technikem
do predem piedehiaté umélé vaginy. Kazdy byk byl odebran pouze jednou, tedy na jeden
skok. Pokud ejakulat neprosel vstupnim hodnocenim v prvnim terminu odbéru, byl byk

odebran druhy termin.

4.3.2 Makroskopické a mikroskopické posouzeni ejakulatu

Po odbéru probéhlo makroskopické a mikroskopické posouzeni ejakulatu. Nejdiive se
vizualné posoudila Cistota vzorku, ten musi byt prosty jakychkoliv pfimisenin, krve, sldmy
atd. Poté nasledovalo hodnoceni aktivity, hustoty a mnoZstvi odebraného ejakulatu. Mnozstvi
bylo zjisténo vazenim vzorku na digitdlni automatické vaze (Scout Pro). Hustota se méfila
fotometricky (Fotometr SPEKOL II). Aby byl ejakulat dale pouzit pti vyrob&, musel mit
hustotu 0,7 x 10° mm?®. Procento aktivnich spermii se posuzovalo subjektivné pomoci
mikroskopu (Olympus UPMTVC, Japan) s pozitim kamery (COLOR CAMERA, SCAR) s
vyhiivanou destickou pfi zvétSeni azZ 300x. Hodnotila se minimélné 3 zornd pole, v nichz se
odhadem zjiStovalo procentudlni zastoupeni progresivné pohybujicich se spermii. Pokud byl
progresivni pohyb spermii zjiStén na 70 a vice procent, ejakulat byl dale zpracovavan. Tento

postup se standardné vyuziva v provozu insemina¢nich stanic.

4.4 Redidla

Andromed® - bezzloutkové tedidlo, na bazi sojového lecitinu od spolecnost Minitube
Germany Tiefenbach. Byla pouzita jednostupnova varianta o objemu 200 ml se slozkou
antibiotik. Toto fedidlo obsahuje sojovy lecitin, TRIS, kyselinu citronovou, pufry, bi-
destilovanou vodu, cukry, antibiotika EU Smérnice 88/407 (Tylosin, Gentamicin,
Spektinomycin, Linkomycin). Pro pfipravu je tfeba natedit 200 ml koncentratu 800 ml
injekéni vody. LDL byl pfidan do fedidla v 6 % koncentraci.

Triladyl® — zloutkové tedidlo, na bazi vajecného zloutku od némecké spole¢nost Minitube

Germany Tiefenbach. Byla pouzita jednostupniova varianta 0 objemu 250 ml s piidavkem
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antibiotik. Toto fedidlo obsahuje, TRIS, kyselinu citronovou, cukr, pufry, glycerol, bi-
destilovanou vodu a antibiotika podle EU Smérnice 88/407 (Tylosin, Gentamicin,
Spektinomycin, Linkomycin). Pro pfipravu je tieba 250 ml Triladyl koncentratu smichat se
750 ml injekéni vody a 250 ml Cerstvého vajecného Zloutku pii 30°C. LDL byl pfidan do
fedidla v 8 % koncentraci, misto ¢erstvého vaje¢ného Zloutku.

Bioxcell® -bezzloutkové fedidlo od francouzské spole¢nosti IMV Technologie. Byla pouzita
jednostupniova varianta po objemu 250 ml s pfidavkem antibiotik. Bioxcell je vyroben dle
receptury bez pouziti zivociSnych proteinti, obsahuje mix antibiotik Lincomycin,
Spectinomycin, Gentamycin a Tylosin. Pro pfipravu je tfeba nafedit 250 ml Bioxcellu 1000

ml injekéni vody. LDL byl pfidan do fedidla v 6 % koncentraci.

4.4.1 Redéni ejakulatu

Po zhodnoceni byl ejakulét rozdélen na 3 dily sterilni pipetou do sbéract pro odbér, z
nichz kazdy dil byl natedén jinym pfedem pfipravenym fedidlem.

K vyrobé ID byla pouzita 3 komeréné dostupna fedidla, Andromed (6 %), Triadyl (8
%) a Bioxcell (6 %). Do téchto fedidel bylo pfidano LDL aditivum v mnozstvi 6 % a 8 %,
jeden vzorek byl ponechan bez pfidavku a slouzil jako kontrolni. Od kazdého byka a fedidla
byly vyrobeny tedy 3 pokusné varianty plus 3 kontrolni vzorky. Toto rozdéleni bylo
provedeno tak, aby po natfedéni bylo ziskdno standardn€¢ 10 miliond aktivnich spermii
Vv davce.

LDL aditivum, jako piidavek do fedidel, bylo vyrobenou firmou Hena s.r.o, Ceska
republika, dle metodiky podle Moussa et.al., (2002).

Dané mnozstvi fedidla bylo pfidano do ejakulatu sterilni pipetou po kapkach. Po 10
min. promichani fedidla s ejakulatem na oscilaénim stolku nasledovalo plnéni do pejet o
objemu 0,25 ml plnicim ptistrojem od firmy IMV Technologies a jejich okamzita ekvilibrace
na 4 °C. Ekvilibrace trvala 120 minut. Mrazeni probihalo v pfistroji Mini-Digitcool (IMV
Technologies, Francie), standardni mrazici kiivkou. Pribéh zmrazovani ze 4 °C na -140 °C
byl fizen pocitacem. Po zmrazeni, byly davky vyjmuty a uloZeny do karanténniho kontejneru

v tekutém dusiku (-196 °C), po dobu 30 dni.
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4.5 Hodnoceni rozmrazenych inseminacnich davek

Hodnoceni vyrobenych ID probihalo po skon¢eni ptedepsané 30 denni karantény.
Byly vybrany vzdy dvé pejety z kazdé varianty. Davky byly zhodnoceny termodynamickym
testem a HOS testem a pomoci pocitacové metody CASA. Nejlepsich vysledky vykazovalo
fedidlo Andromed s 6 % piidavkem LDL. Podrobné&jsi vyhodnoceni je uvedeno v kapitole
piiloha - tabulka ¢. 7 a 8, graf ¢. 8 a 9.

Rozmrazovani probihalo ve vodni lazni o teploté 38°C po dobu 40 sekund. Po
rozmrazeni byly pejety rozstiihnuty a jejich obsah byl vloZzen do pfedem vyhtatych a

sterilizovanych zkumavek.

4.5.1 Hos test (hypoosmoticswelling test)

Hypoosmoticky roztok:

0,735 g citratu sodného (Na3C6H507 . 2H,0) a 1,351 g fruktozy se rozpusti se 100 ml
destilované vody. Pro analyzu spermatu jsou nasledné¢ piipraveny 1 ml alikvoty tohoto
roztoku, které se uchovavaji pii -20°C.

Pracovni postup:

HOS roztok o objemu 1 ml v Eppendorf zkumavce se necha rozmrazit a nasledné
zahtat ve vodni lazni na 37 °C. Po 5 min. se pfidava 100 pl semene a roztok se jemné
promichd. Inkubace probiha pfti teploté¢ 37°C po dobu 30 min. Po inkubaci a promichéni 20 pl
vzniklé suspenze kapneme na podlozni sklo a vyhotovime natér. Po zaschnuti se
mikroskopicky posuzuje reakce spermii na HOS roztok pii 400x ndsobném zvétSeni. Hodnoti

se vzdy 200 spermii z kazdého natéru.

4.5.2 TDT test (Thermodynamics Diagnostic Test)

Zbyly objem pejet v malych zkumavkach byl ziedén fyziologickym roztokem (0,9 %
NaCl, pH 6,8) a nasledné byla subjektivné hodnocena aktivita spermii v ¢asech - 0 min, 30
min a 60 min. Inkubace probihala na vyhievnych deskach o teplot¢ 38 °C. Aktiva byla
hodnocena subjektivné nejméné na 3 zornych polich, pomoci mikroskopu Nikon Elipse E 200

pfi zvétSeni 250 x.
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4.5.3 CASA (Computer-assisted sperm analysis)

Motilita spermii byla také hodnocena pomoci CASA modulu (NIS Elements Ar 3. 2.)
za pouziti kamery JENOPTIK ProGres CT1 (30 fps) a stereo mikroskopu (Nikon Eclipse E
600) s vyhiivanou podlozkou (Tokai Hit) ve specializované andrologické laboratoti Ceské
zemedelské univerzity v Praze. Jeden vzorek byl hodnocen v 6 polich. Kryokonzervované
vzorky byly hodnoceny po 5 minutovém temperovani v ¢ase 0 a 2 hodiny.

Byly posuzovany 3 parametry motility — VCL, um/s, VAP, um/ s VSL, w/s.

4.6 Charakteristika chovu
SZP Lany, farma dojnic v Rudé

V roce 1960 vznikl Skolni zemédélsky podnik v Lanech z pivodniho statku kancelafe
prezidenta Ceskoslovenské republiky. Podnik hospodati na 3.000 ha pudy, pfiblizné 50%
vymery je puda univerzitni a zbyvajici ¢ast je pronajata od soukromych vlastnik.

Soucasti stfediska je chov skotu, vyroba krmiv a zpracovani veskeré rostlinné
produkce. Podnik vyrabi roéné vice nez 4 miliony kilogram mléka, zékladni stado tvofi
plemeno HolStyn — 460 kust s uZzitkovosti 9.300 kg mléka za laktaci a plemeno Jersey — 80

kusii s uzitkovosti 7.300 kg mléka za laktaci

Farma Ruda

Na farmé se chova 430 kust dojnic holStynského plemene. Dojnice jsou ustijeny
Vv halach a rozdéleny do skupin zhruba po sto kravach podle uzitkovosti. Dojeni zde probiha
2 — 3 krat denné. Ustijeni je volné, boxové, nastylané separdtem s venkovnim krytym
krmiStém. Vétrani je v halach zajisténo ventilatory s teplotnim ¢idlem. Telata jsou chovana ve
venkovnich individualnich boxech.
Zaznamy z kontroly uzitkovosti za rok 2013 -2014 v podniku Ruda.
Tabulka 3: Vysledky kontroly uzitkovosti — metoda KU (A4), plemeno H100

KU pocet | laktaén | mléko | tuk | tuk | bilkovin | bilkevin | vék pri
krav | idny kg % kg a% akg oteleni
1. laktace | 132 303 7991 3,93 | 314 3,21 257 24.4
2 a dalsi 194 303 9385 3,75 | 356 3,2 300 465
laktace
vSechny 326 303 8821 3,84 | 339 3,21 283
laktace
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4.7 Inseminace plemenic v podniku SPZ Lany

Na zaklad¢ vysledkt laboratornich analyz byly pro inseminaci vybrany ID fedéné
AndroMedem s 6% obsahem LDL. U téchto davek byla detekovana vys$si motilita a integrita
plasmatické membrany nez u Triladylu, resp. Bioxcellu (viz ptiloha tab. 7 a §, graf 8 a 9).

V listopadu 2014 byly provedeny inseminace na farm¢ Ruda. Bylo inseminovano 39
plemenic, v riznych fazich laktace, standardn¢ proSkolenym pracovnikem. Plemenice byly
zatfazeny do programu Ovsynch. Byly vybrany ID od byki holstynského plemene s 6 %
piidavkem LDL do fedidla Andromed a ID bez ptidavku. Vysledky biezosti byly zjistovany

ultrasonografickou metodou, rovnéz proskolenym pracovnikem farmy.

4.8 Statistické vyhodnoceni vysledkii

Z faremni evidence byla pfevzata data o vysledku sledované inseminace, o primérné
mlécné uzitkovosti za sledovanou laktaci a ukazatele reprodukce inseminovanych plemenic.
Vysledky byly vyhodnoceny ve statistickém programu SAS 9.3. Pro stanoveni zdkladnich
parametrti statistického souboru byla pouzita metoda MEANS. Vztahy mezi vybranymi
parametry mlééné uzitkovosti a zabfezdvanim byly posuzovany pomoci korelacnich
koeficienti za procedury CORR. Pro vybér vhodného modelu hodnoceni byla pouzita
procedura REK metoda STEPWISE. Pro vlastni vyhodnoceni byla vyuzita procedura GLM
(ANOVA), s naslednym detailnim vyhodnocenim pomoci TUKEY-CRAMEROVA testu.

Modelova rovnice:

Yij=ptai+hj+cit b*(SB) + ejj

kde:

Yiji- hodnoty zavisle proménné (zabtezavani),

| — obecnd hodnota zavislé proménné;

a; — fixni efekt poradi laktace (i = 1, n= 19;i= 2, n= 7;i= 3 a dalsi, n= 13);
b; — fixni efektpiidavku LDL (j=ano, n= 20;j=ne, n= 19);

ck — fixni efekt byka (k = Laurin, n= 9; k =Milano, n= 10; k = Moxie, n = 10; k = Pikant, n =
10);
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b*(SB) — regrese na obsah somatickych bunék;
€ijk — nahodna rezidudlni chyba.

Pouzité statistické prikaznosti P < 0,05, P <0,01 a P <0,001.
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5. Vysledky

5.1 Hodnoceni vlivu pridavku LDL do Fedidel na motilitu spermii
Pti vyhodnocovani nejvhodnéjsiho fedidla byl pouzit TDT test, HOS test a pocitacova metoda
hodnoceni CASA. Vystupy z téchto analyz jsou uvedeny v piiloze v tabulce ¢islo 7 a 8, graf

¢islo8a9.

5.2 Hodnoceni vlivu pridavku LDL na zabfezavani dojnic.

Tabulka 4: Zakladni statistiky hodnoceného souboru dat

proménna n X |s min. | max. | S.e. V (%)
zabrezavani (%) 39(38,46 49,29 |0 100 (7,89 [128,14
dny laktace 39(237,49|102,21|77 |466 |16,37 |43,04
nadoj v den zapuSténi (1) 39/28,75 (6,42 154 46,4 (1,03 |22,34

obsah tuku v mléce v den zapusténi (%) |39|4,20 |0,64 |2,53|6,38 |0,11 |15,14

obsah bilkoviny v mléce v den zapusténi

(%)

39(3,47 0,24 2,84 (3,95 (0,04 |7,04

obsah laktozy v den zapusténi (%) 394,88 0,24 |4,23|5,29 (10,04 (4,92

pocet somatickych bunék v mléce v den
39(421,97|989,89|12 |5685 |158,51|234,58
zapusténi (tis./ml)

n.... cetnost, X...... aritmeticky primér; s.... smérodatnd odchylka; min. ... minimalni
hodnota; max. .... maximalni hodnota; s.e. ..... stfedni chyba aritmetického priméru; V ......

varia¢ni koeficient

V tabulce €. 4 jsou uvedeny zakladni statistiky hodnoceného souboru dat (priimér,
smérodatnd odchylka, minimalni a maximalni hodnota, stfedni chyba aritmetického priméru a
variacni koeficient). Primérné procento zabiezavani u hodnocenych plemenic bylo 38,46%.
Inseminované plemenice byl v priiméru na 237,49 dnt laktace s primérnou uZitkovosti 28,75
I, obsahem tuku 4,20%, obsahem bilkovin 3,47%, obsahem laktozy 4,88% a poctem
somatickych bun€k 421,97 tis./ml. Za pozornost dale stoji pomérné velké rozpéti hodnot
mlécné uzitkovosti a to prfedev§im v nadoji v den laktace (15,4 az 46,4 1) a % tuku (2,84 az
3,95%). Dny laktace a parametry mlécné uzitkovosti mély pomérné malé koeficienty

variability, coz svéd¢i o vyrovnanosti hodnocenych plemenic. Pomérné vysoka variabilita
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byla ale vpoctu somatickych bunck, kdy nékteré z plemenic v dobé inseminace byly

evidentné subklinicky mastitidni.

Graf ¢.1 Vliv obsahu LDL na vysledky zapousténi krav
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V grafu €. 1 je uvedeno porovnani vysledkl zabfezdvani po inseminacnich davkach s
ptidavkem a bez ptidavku LDL. Z porovnani aritmetickych priméri je zjevné, Ze po

insemina¢nich davkach s ptidavkem LDL bylo o 3,16% lepsi zabtezavani.

Graf €. 2 Vliv potadi laktace na % zabtezavani
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Graf ¢. 2 znazoriiuje zabfezavani zvirat na hodnocenych laktacich. V prvnich ctyfech
laktacich doslo k zabieznuti u 20 — 71,43% plemenic. Plemenice na paté laktaci (n=2) v ramci

tohoto hodnoceni méli zabfezavani 0%.

Graf ¢. 3 Vliv poradi laktace na nadoj kg v den zapusténi
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V grafu €. 3 je uvedeno porovnani primérné mlééné uzitkovosti u krav na 1. az 5.

laktaci. Nejvyssiho nadoje v den zapousSténi dosahovaly kravy na druhé laktaci (34,66 1).

Naopak nejnizsi mlécna uzitkovost byla zaznamendna u krav na paté laktaci (23,20 1).

Graf ¢.4 Vliv potadi laktace na % tuku v den zapusténi
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V grafu ¢. 4 jsou graficky vyjadieny praimérné % zastoupeni tuku v mléce u krav na 1
az 5 laktaci. Nejniz$i hodnota byla zaznamenana u krav na druhé laktaci (4,04%) a nejvyssi

hodnota u prvotelek (4,30%).

Graf €. 5 Vliv potadi laktace na % bilkovin v den zapusténi

%
4

3,8

M 1. laktace
M 2. laktace
36 3. laktace

3.4 - H 4. laktace
M 5. laktace
3,2
3

Graf ¢. 5 prezentuje vyvoj % zastoupeni bilkovin v mléce u krav na 1 az 5 laktaci.

Cvwr

na paté laktaci (3,78%). Z téchto vysledkt lze konstatovat vzristajici tendenci hodnot.

Graf ¢.6 Vliv poradi laktace na % laktozy v den zapusténi
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Graf ¢. 6 prezentuje vyvoj % zastoupeni laktézy v mléce u krav na 1 az 5 laktaci. Mezi

prvni a tfeti laktaci je pozorovatelny pokles primérného obsahu laktozy z 5,03% na 4,54%. U

dojnic na 4., resp. 5. laktaci byl primérny obsah laktozy v den zapousténi 4,64, resp.4,65%.

Graf ¢. 7 Vliv poradi laktace na pocet somatickych bunék v den zapusténi
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Vyvoj prumérného obsahu somatickych bun¢k je prezentovan v grafu ¢. 7. Nejvyssi

obsah somatickych bunék mély plemenice na ¢tvrté laktaci (1369 tis./ml). Naopak nejnizsi

pramérny obsah somatickych bunék byl pozorovan u krav na druhé laktaci (191,14

tis./ml).Tabulka ¢. 5 Korelace mezi zabiezavanim a ukazateli mlécné uzitkovosti v den

zapusténi (n=39)

nadoj v % tuku v | % bilkovin | % laktézy por et ,
den den v den v den som?mkyCh
zapu$téni | zapuSténi zapu$téni | zapuSténi bunekvvvde:n
zapusteni
zabfezavani | I 0,116 0,007 0,070 0,058 -0,231
P 0,482 0,966 0,671 0,726 0,157
nadoj v den r 0,233 0,231 0,272 -0,038
zapusSténi P 0,154 0,156 0,094 0,820
% tukuvden | r 0,924 0,925 -0,042
zapusSténi P <0,001 <0,001 0,801
% bilkovinv | 1 0,971 0,047
den zapusténi | P <0,001 0,778
% laktozy v | r 0,015
den zapusténi | P 0,927
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Tabulka ¢. 4-5 obsahuje vyjadieni vztaht a jejich sily mezi zabiezavanim a ukazateli
mlécné uzitkovosti v den zapusténi, resp. poctem somatickych bunck v mléce. % zabtezavani
nebylo korelovano s zadnym parametru mlécné uzitkovosti, ani s po¢tem somatickych bun¢k
(P >0,05). Silné korelace byly vypocteny mezi obsahy pevnych slozek mléka (r= 0,924 —
0,971; P <0,001). Ostatni vztahy mezi hodnocenymi proménnymi nebyly statisticky pritkazné
(P >0,05).

Tabulka ¢. 6 Vyhodnoceni statistického souboru pomoci ANOVA

efekt uroverni |zabFezavani
LSM = SE
pofadi laktace | 1 28,10+ 12,384
2 71,85 + 20,488
3adalsi [36,61+ 15,040
LDL ano 39,87 + 11,309
ne 51,17 £ 13,342
byk LAURIN |[52,63 + 17,885
MILANO | 44,92 + 16,938
MOXIE ]36,85+ 16,889
PIKANT [47,67 17,631

V tabulce ¢. 6 je uvedeno vyhodnoceni pro efekty pofadi laktace, obsah LDL a byka.
Pouzitd modelova rovnice vysvétlovalal6,44% proménlivosti pro zabiezavani. Tato modelova
rovnice ovSem, stejné¢ jako efekty v této rovnici nebyly statisticky prikazné (P >0,05).
Nicméné takto zvoleny model nejlépe odpovidal hypotéze prace. Nepriikkaznost modelu je do
velké miry zplisobena nizkym poctem hodnocenych plemenic a pouzitych byk.

Z této tabulky vyplyva, Ze nepriikazné nejlepSich vysledkl zabtfezavani dosahovali
kravy na druhé laktaci. Naopak nejhorsi zabfezavani bylo zjisténo u prvotelek.

Pti vyhodnoceni efektu ptidavku LDL bylo po ocisténi primeért o efekty v modelové
rovnice dosazeno dokonce opacnych vysledkli oproti aritmetickym primérim. Statisticky
neprukazné horsich (-11,20%; P > 0,05) vysledkl bylo dosaZeno pfti ptidani LDL.

Z hodnocenych byki byly nejlepsi vysledky zabtezdvani vypocteny u Laurina.
Naopak nejhorsi zabiezavani bylo patrné u plemenika se jménem Moxie. Tyto vysledky

ovSem nebyly také statisticky prikazné (P > 0,05).
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6. Diskuze

Soucasti hypotézy bylo mimo jiné piedpoklad, ze kryoprotektivni vlastnosti LDL
pouzitého pifi vyrobé pokusnych inseminacnich davek zajisti lepsi motilitu davek po
rozmrazeni a také zajisti vysSi Groven zabfezdvani dojnic. Studiem této problematiky se
zabyvaji také Moussa et al. (2002); Amirat et al. (2004); Amirat et al. (2005); Hu et al.,
(2010); Hu et al. (2011).

V praci je nejprve sledovan vliv LDL pfidavku na motilitu spermii po rozmrazeni ve
ttech ruznych fedidlech (AndroMed, Triadyl, Bioxcell). Tato fedidla byla vybrana, jelikoz
jsou vysoce komeréné vyuZzivana v inseminaci a b&€zn€ dostupna. Stejné studie s témito
fedidly publikovali naptiklad Vera-Munoz et al., (2009) a Amirat et al., (2005). Do tedidel
byl pfidavan LDL cholesterol v koncentracich 6 % a 8 %. Idealni koncentra¢ni rozmezi LDL
se lisi mezi druhy (Akhter et al., 2011). Tyto koncentrace se zdaji nejvhodnéjsi, dle mnoha
autort (Bencharif et al. 2008, Amirat et al. 2004, Amirat et al. 2005).

Bylo zjisténo, Ze 20 % vajeéného zloutku obsahuje koncentraci LDL 6,6 %. Bencharif
et al., (2008) proto tvrdi, ze 6 % ptidavek LDL do fedidel ma nejlepsi potencial zachovani
zivotaschopnost spermii. Hu et al. (2010) dospéli ve své praci k zavéru, ze nejlepsi pridavek
do tedidla byla 8 % koncentrace LDL. Moussa et al. (2002) zjistil, Ze koncentrace LDL
v fedidle >10 %, vede ke sniZeni motility spermii. Nejcastéji se LDL se pfidava do fedidel v
koncentracich 7-10 %.

V préci byla zkoumana fedidla s ptfidavkem LDL a jejich vliv na motilitu spermii a
membranovou integritu, pomoci biologickych zkousek ejakulatu. Po rozmrazeni byla motilita
hodnocena TDT testem, kde nejlepsich vysledkii dosahovala fedidla AndroMed s6 %
ptidavkem LDL, Bioxcell 6 % ptidavek LDL a kontrolni vzorek Triladylu. Spermie v
Triladylu s pfidavkem LDL mély aktivitu okolo 30 a méné procent, coz muze vysvétlovat
fakt, ze fedidlo Triladyl je ochuzeno o ostatni kryoprotektivni slozky, nebot jeho zaklad tvofi
vajecny zloutek, ktery byl cely nahrazen LDL cholesterolem. Moussa et al., (2002); Amirat et
al., (2004); Amirat et al., (2005) Hu et al., (2010); Hu et al., (2011) tuto skute¢nost
nepotvrzuji, nebot’ ve vSech studiich se shoduji, ze 8 % ptidavek LDL pouzit jako nahrada
vaje¢ného zloutku nemd negativni vliv na motilitu a ve srovnani s kontrolnim vzorkem ma
lepsi aktivitu. U ostatnich fedidel se potvrdila hypotéza, Ze LDL ptidavek ma pozitivni vliv na

motilitu spermii po rozmrazeni.
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V pracich Jannet et al.,, (2005) a Stradaioli et al., (2007) byl zkouman vliv
bezzloutkovych fedidel s pfidavekem LDL na motilu spermii. Nejlepsi vysledky vykazovaly
fedidla AndroMed a Bioxcell, s ¢imz se shoduji vysledky nasi prace. Z téchto vysledku je
mozno ulinit zaveér, ze ptidanim LDL do fedidel s rostlinnymi fosfolipidy ma lepsi vliv na
pohyblivost spermii neli fedidla bez rostlinné slozky (Simonik et al., 2013).

V poslednich letech, ¢etné studie potvrdily, Ze LDL extrahovan z vaje¢ného zloutku je
uspésny pro kryokonzervace spermatu kanct byku i pst (Manjunath et al., 2002). Nicméng¢,
zavést a rozsifit pouziti LDL cholesterolu jako kryoprotektantu, do inseminacnich stanic,
vyzaduje dalsi studie, zejména na vliv plodnosti in vivo.

Soucasti provadéného vyzkumu bylo také hodnoceni plodnosti inseminacnich davek in
Vivo. Z ptedchozich vyzkumt bylo vybrano pro inseminaci fedidlo AndroMed s 6 %
ptidavkem LDL. Inseminace byla provedena na souboru 39 plemenic v riznych fazich laktace
S riznymi nadoji a mnozstvi slozek v mléce. Freret et al., 2006 se domniva, Ze soubor
testovanym plemenic nema byt ndhodny, nybrz by vSechny kravy mély byt ve stejné fazi
laktace a jejich nadoje by se nemély vyrazné lisit. Také tvrdi, Ze pokud neni testovana
uniformni skupina zvitat, nelze posuzovat vysledek pokusu objektivné, protoze velky vyznam
Vv takovémto souboru hraje efekt stdda. Z naseho vyzkumu vyplivé, ze nejlepsich vysledkt
zabfezavani dosahovaly kravy na druhé laktaci, nejhorsich vysledkii bylo dosazeno u
prvotelek. Tuto skutecnost vyvraci Barbat et al., (2005), ktery uvadi vyssi plodnosti u
prvotelek ve srovnani s kravami na dalsich laktacich.

Z porovnani aritmetickych priméri v naSem vyzkumu je zjevné, Ze po inseminacnich
davkach s ptidavkem LDL bylo o 3,16% lepsi zabfezavani. Pfi vyhodnoceni efektu ptidavku
LDL bylo po ocisténi praiméra o efekty v modelové rovnici dosazeno dokonce opacnych
vysledkt oproti aritmetickym praméram. Statisticky neprukazné horsich (-11,20%; P > 0,05)
vysledkt bylo dosazeno pii pfidani LDL. Amirat et al., (2010) hodnotili vliv pfidani LDL
cholesterolu do inseminaéni davky na zabfezavani plemenic. Byl hodnocen soubor 193 krav a
nebyl zjistén zadny vyznamny rozdil (p > 0,05) vzabfezavani po davkach s LDL
cholesterolem a davkach bez ptidavku.

Nepritkaznost modelu v naSem vyzkumu je do velké miry zplsobena nizkym poctem
hodnocenych plemenic a pouzitych bykd.

Na zavér je nutné konstatovat, Ze plodnost inseminacnich davek je obtizné méfit

vzhledem k rtiznym parametriim testovaného souboru. Uroveii dobré plodnosti inseminaénich
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davek s LDL by mohlo byt mozné¢ zjistit na velkém souboru uniformnich zvirat (Barbat et al.,

2005).
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7. Zavér

Cilem préace bylo zjistit vliv LDL cholesterolu na kvalitu insemina¢ni davky a
nasledné vliv na zabtezdvani krav v podminkéch bézného chovu.

V praci jsem zjistila, Zze LDL cholesterol ma pozitivni vliv na kvalitu inseminacnich
davek po rozmrazeni, hodnocenou laboratornimi metodami, ¢imz jsme potvrdili studie mnoha
autorti. LDL pfidany do fedidla ochrénil spermie pied poSkozenim mrazem, a tim zlepsil
kvalitu insemina¢ni davky po rozmrazeni. Tento fakt, by mohl mit pfinos pro praxi pii vyrobé
inseminacnich davek na inseminac¢nich stanicich, kde LDL ptfidany do fedidla ochranuje
spermie pfed zmrazenim a tim dojde ke snizeni poctu likvidovanych inseminaénich davek
nasledkem poskozeni spermii mrazem. Tato skutecnost by se méla projevit na fertilizanich
schopnostech insemina¢nich davek in vivo.

Vliv ptidavku LDL do inseminac¢nich davek byl v této diplomové praci zkouman také
in vivo. Z vysledku je patrné, Ze nebyl zjistén zadny statisticky vyznamny rozdil v biezosti
mezi ddvkami s LDL ptidavkem a bez n¢j. Tento vysledek je mozné dat do souvislosti s tim,
ze byl zkouman maly soubor krav. Pro praktické ovéteni vlivu pfidavku LDL na zabtezdvani
plemenic je zapotiebi provést rozsahlejsi vyzkum. Vyzkum, ktery byl prezentovan v této
diplomové praci neni kone¢ny, ale stale probiha. Dalsi a podrobnéjsi vysledky budou

k dispozici béhem nasledujicich mésicu.
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9 Prilohy

Tabulka €. 7 : Procentuidlni vyhodnoceni motility davek pfi TDT testu v ¢ase 0 min, 30

min, 60 min.

Redidlo, % LDL, ¢as NEA 739 NEA 922 NEO 269 NEO 197
Andromed 6% LDL,0min 60% 60% 65%
Andromed 6%LDL,30min 50% 50% 55%
Andromed 6% LDL 60 min 40% 50% 20%
Kontrola Andromed 0 min 50% 10% 60% 20%
Kontrola Andromed 30min 30% 59 559% 40%
Kontrola Andromed 60min 15% 5% 45% 30%
TRIADYL 8%LDL 0 min 10% 70% 60%

TRIADYL 8%LDL30min 5% 45% 45%

TRIADYL 8%LDL60min 2% 40% 40%

Kontrola Triadyl Omin 55% 70% 50% 60%
Kontrola Triadyl 30min 55% 40% 45% 40%
Kontrola Triadyl 60min 50% 40% 30% 40%
BIOXCELL 6% LDL Omin 45% 55% 50% 65%
BIOXCELL 6% LDL 30min 40% 45% 45% 55%
BIOXCELL 6% LDL 60 min 35% 40% 35% 40%
Kontrola Bioxcell 0 min 60% 55% 60%
Kontrola Bioxcell 30min 50% 50% 50%
Kontrola Bioxcell 60 min 50% 30% 30%
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Graf 8 : Grafické vyjadieni poklesu motility davek v ¢asech 0, 30, 60 min.

Z tabulky ¢islo 7 a grafu ¢ 8 vypliva, ze nejlepsi motilitu spermie vykazovaly v fedidle
Andromed s 6 % ptidavkem LDL, dale pak v Bioxcellu a nejhorsich vysledka bylo zjisténo v
fedidle Triadyl.
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Tabulka €. 8 : Procentuelni vyhodnoceni reakce davek na HOS test.

% reakce na HOS NEO 197 NEA739 NEA 922 NEO 269

Andromed 6%LDL 33,11% 44% 25% 26,56%
AndromedKonrola 40,44% 33,54% 18% 30%
Triadyl 8% LDL 38,80% 44,70% 31,03% 39,79%
Triadyl kontrola 41,73% 43,50% 34% 33%
Bioxcell 6% LDL 37,33% 29,83 28,46% 36,25%
Bioxcell kontrola 39% 31,25% 22,52% 28,34%

Graf 9: Grafické znazornéni reakci davek na HOS test.
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34,00%
33,00%
32,00%
31,00%
30,00%

Andromed 6%LDL

Triadyl 8% LDL
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Reakce na HOS test vykazuje procentuelni ¢ast neporusenych plazmatickych membran u
zivych spermii. Z tabulky ¢. 8 a grafu €.9, je zfejmé, ze na HOS test nejvice reagovaly

spermie v fedidle Triadyl, nasledné Bioxcell a nejhtife reagovaly spermie v Andromedu.
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Vysledky CASA — vystup hodnoceni fedidla Andromed ( E ), v parametrech VCL, VAP,

VSL.
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Wilksovo lambda=,99864, F(3, 31465)=14,245, p=,00000
Dekompozice efektivni hypotézy
VertikalIni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti

=§- inkubace
Ea6 KEa on
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inkubace*fedidlo; Priméry MNC
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Dekompozice efektivni hypotézy
VertikalIni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
=&~ inkubace
Ea6 KEa on
=& inkubace
fedidlo 2h
inkubace*fedidlo; Priméry MNC
Wilksovo lambda=,99864, F(3, 31465)=14,245, p=,00000
Dekompozice efektivni hypotézy
VertikalIni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
=&~ inkubace
Ea6 KEa on
=& inkubace
fedidlo 2h
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AndroMed®

Vertikalni sloupce oznacuji 0,95
intervaly spolehlivosti.

KEa — kontrolni vzorek, fedidlo
bez LDL

Ea6 —fedidlo s 6% LDL

VCL (um/s): rychlost hlavicky

spermie na skutecné draze

VAP (um/s) :tedy primérna
rychlost hlavicky na napfimené

draze

VSL (um/s): primérna rychlost
meéfend primkou od zacatku do

konce jedné stopy



Vysledky CASA — vystup hodnoceni fedidla Triadyl ( A), v parametrech VCL, VAP, VSL.
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Triadyl®

Vertikalni sloupce oznacuji 0,95
intervaly spolehlivosti.

KAa — kontrolni vzorek, fedidlo
bez LDL

Aa8 —tedidlo s 8 % LDL

VCL (um/s): rychlost hlavicky

spermie na skute¢né draze

VAP (um/s) :tedy primérna
rychlost hlavicky na napiimené

draze

VSL (um/s): primérnd rychlost
métend piimkou od zacatku do

konce jedné stopy



Vysledky CASA — vystup hodnoceni fedidla Bioxcel ( F),
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v parametrech VCL, VAP, VSL.

Bioxcell®

Vertikalni sloupce oznacuji 0,95
intervaly spolehlivosti.

KFa — kontrolni vzorek, fedidlo
bez LDL

Fa6 — fedidlo s 6 % LDL

VCL (um/s): rychlost hlavicky

spermie na skute¢né draze

VAP (um/s) :tedy primérna
rychlost hlavicky na napiimené

draze

VSL (um/s): primérna rychlost
métend piimkou od zacatku do

konce jedné stopy



