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I. CIL METODIKY

Cilem metodiky je shrnout dosavadni poznatky v oblasti zpracovani ejakulatu,
zejména z hlediska vlivu délky ekvilibrace a typu mrazici kiivky pfi vyrobé inseminacnich
davek. Metodika prispiva ke zlepSeni kvantitativnich a kvalitativnich parametri
inseminac¢nich davek, tim potencialné i Kk podpote zabtezavani krav a ke zlepSeni ekonomické

situace v chovu.



II. VLASTNI POPIS METODIKY

1. Uved

V poslednich letech byl zaznamendn rostouci zajem o zvySovani kvality zmrazenych
inseminacnich davek, a to v souvislosti s klesajici plodnosti dojnic (Beran et al., 2013a;
Stadnik et al., 2015a) a s celosvétovym rozsifenim inseminace skotu (Shahverdi et al., 2014).
Z tohoto duvodu je nutné zajistit optimalni genetickou selekci bykia (Zhang et al., 2015),
stejné jako zpracovani byciho ejakulatu, a to zejména jeho odbér (Dzyuba et al., 2015), fedéni
(Meamar et al., 2016), pomalé chlazeni na 4-6 °C (Kristan et al., 2014), ekvilibraci a mrazeni
(Beran et al., 2013b), jakoz i zachovani jeho oplozovaci schopnosti po dlouhou dobu
(Andrabi, 2007), kterou lze objektivné posoudit (Simonik et al., 2015).

1.1. Hodnoceni ejakulatu
Po odbéru ejakulatu od byka se v bézné laboratorni praxi vyuziva vizualniho odhadu
procenta pohyblivych spermii ve vzorku spermatu, aby se zamezilo urCité¢ variabilité dat
(subjektivni chyb¢), vyuzivd se také hodnoceni pohyblivosti spermii bud’ fotografickou
analyzou, nebo pocitatem fizenou analyzou spermatu CASA (Graham a Mocé, 2008). Po
odbéru se také hodnoti Zivotaschopnost spermii pomoci hypoosmotického testu (HOS —
hypoosmotic swelling test) a v neposledni fadé také podil zivych spermii a % zastoupeni
apoptotickych spermii (Saragusty et al., 2007).
Proces vyroby ID snizuje motilitu spermii, tudiz pocatecni kvalita ejakulatu je

rozhodujici pro vyslednou kvalitu ejakulatu po rozmrazeni (Beran et al., 2011).

1.2. Ekvilibrace

Soucasti technologického procesu vyroby inseminacnich davek je ekvilibrace.
Ekvilibrace je proces, ktery ndsleduje po zchlazeni natedénych insemina¢nich davek pied
samotnym mrazenim (Dhami et al., 1992). Délkou ekvilibrace se pak oznauje Cas, kdy
spermie zastava v kontaktu s kryoprotektantem pted samotnym mrazenim (Leite et al., 2010).
Kryoprotektanty jsou zakladni slozkou fedidel spermatu, chrani integritu membrany spermie
béhem chlazeni a mrazeni (Linhartova et al., 2014), chrani struktury buiky pied jejich
roztthdnim a Zzni¢enim ledovymi krystaly, vznikajicimi b&hem mrazeni, zvySuji jejich
odolnost a chrani je pted chladovym Sokem (Beran et al., 2014) a pomahaji udrzet motilitu

v

spermii po nasledném rozmrazeni (Muchlisin et al., 2015). Ptesto nejvhodngjsi interakce



pouzitého fedidla a délky ekvilibrace je$té nejsou dostate¢né stanoveny (Shahverdi et al.,
2014).

Délka ekvilibrace je variabilni. Dhami et al. (1992) doporucuje délku ekvilibrace od
30 minut do 24 hodin pied mrazenim. Talevi et al. (1994) shledal jako nejvhodné&jsi dobu
trvani ekvilibrace 1 hodinu. Awad (2011) nebo Dhami et al. (1996) ve své praci vyuzivali
dobu trvani ekvilibrace 2 hodiny pii 5 °C. Muifio et al. (2007) urcili optimalni délku
ekvilibrace od 4 do 18 hodin. Nékteré studie dokazuji, ze doba ekvilibrace 18 hodin nebo
dokonce pies noc, jsou nejvhodné€jsi z hlediska zvyseni kvality vyrobenych insemina¢nich
davek (Shahverdi et al., 2014). Vysledky prace Arav et al. (2000) také naznacuji, Ze
prodlouzeni doby ekvilibrace zvysSuje oplozovaci schopnost spermii. AvSak z pohledu
producentll inseminacnich davek je snaha ekvilibraci zkratit, nebo ji uplné eliminovat a tak
urychlit proces zpracovani spermatu a kryokonzervaci, coz je rozhodné zaddouci. To je vSak
v rozporu s faktem, ze ekvilibrace je nezbytna pro zachovani oplozovaci schopnosti spermii
po nasledném rozmrazeni (Gao et al., 1997). Bois et al. (2012) porovnavali vliv 30 minutové
a 60 minutové ekvilibrace na naslednou motilitu a membranovou integritu spermii. Dospéli
k zavéru, ze kratky Cas ekvilibrace (30 minut) negativné ovlivnil integritu membrany spermii,

avSak rozdily mezi vysledky motility nebyly statisticky vyznamné.

1.3. Kryokonzervace

Uspéch kryokonzervace zavisi zejména na pribéhu chlazeni a mrazeni (Clulow et al.,
2008). Interakce mezi teplotou a typem pouzitého fedidla nasledné ovliviiuje odolnost spermii
vici chladovému Soku (Stadnik et al., 2015b). Rozsah poskozeni spermii zpisobenych
chladovym Sokem zavisi nejen na teploté, ale i na rychlosti poklesu teploty. Cim vyssi je
rychlost zchlazeni, tim vétsi je poSkozeni spermii (Lemma, 2011), které urcuje naslednou
motilitu spermii po rozmrazeni (Andrabi, 2007). Uspé&$nost kryokonzervace spermii je tedy
ovlivnéna typem a pribéhem mrazici kiivky (Dolezalova et al., 2015).

Délka ekvilibrace, jakoz i typ mrazici kiivky jsou odpovédné za mnoho dilezitych
fyzikalné-chemickych zmén, které vedou k riznym stupiitim poSkozeni spermii (Forero-
Gonzales et al., 2012), které zhor$uji jejich vlastnosti po rozmrazeni (Spalekova et al., 2014).
Dle vySe uvedenych skutecnosti nejsou uvedené interakce dosud dostatecné prozkoumadny.
Proto bylo cilem této metodiky vyhodnotit vliv rtiznych délek ekvilibrace, typli mrazicich
kiivek a jejich interakce na motilitu spermii a podil Zivych spermii po rozmrazeni insemina¢ni

davky.



2. Metodika a vysledky
2.1. Metodické postupy
2.1.1 Byci

Do pokusu byla vybrana skupina plemennych bykt (n = 6) chovanych na insemina¢ni
stanici a pravidelné vyuzivanych k produkci insemina¢nich davek. Byci byli pfiblizné
stejného véku, plemene Cesky strakaty skot a byli vyuzivani stejnou frekvenci odbéru
ejakulatu. Byci byli chovani ve stejnych chovnych podminkach (stelivové ustdjeni, systém
krmeni 2x denné a stejny zpasob osetfovani). V letnim obdobi byci méli pfistup na pastvu
Vv arealu inseminac¢ni stanice. Byla jim podavana stejna denni krmna davka: lu¢ni seno (10
kg), jetna slama (5 kg), sojovy Srot (0,5kg), smés obilnych Sroth: 1/3 ovesného, 1/3
pSeni¢ného a 1/3 je¢ného Srotu, v celkové davce 3 kg a mineralni krmna ptisada Premin 22
Natural ve formé lizu od firmy VVS Vermé&fovice s. r. 0. Tento mineralni dopln€k obsahuje:
25 % zitnych otrub, 25 % KH2POs, 19 % CaCOs3, 13 % NaCl, 9 % MgO, 4 % fepné melasy a
5 % ostatnich mineralti (obsah na 1 kg mineralni krmné ptisady): Ca (11,4 %), P (6 %), Na (5
%), Mg (5,2 %), vitamin A (1 250 000 i.u.), vitamin D3 (250 000 i.u.), vitamin E (5 000 mg),
vitamin B1 (61 mg), FeCOs (8 200 mg), CuSO4 . 5H.0 (600 mg), MnO (3 000 mg), ZnO (5
500 mg), Ca(l03)2 (45 mg), Co(CH3COO0)2 (45 mg), Na>SeOs (36,5 mg), niacin (825 mg),
beta karoten (800 mg).

2.1.2 Odbér ejakulatu

Ejakulat byl odebiran standardnim postupem do umélé vaginy (Louda et al., 2007)
v obdobi od dubna 2014 do tnora 2015. Vstupni hodnoceni bylo provadéno Vv laboratofi
insemina¢ni stanice jednim Skolenym laboratornim technikem dle metodiky (Véznik et al.,
2004): ejakulat byl nejprve zhodnocen senzoricky na pfitomnost nezddoucich pfimisenin a
zapacht. Dale byla na fotometru (Genesys 10vis, Spectronic Unicam, Rochester, NY, USA)
zméiena koncentrace spermii v ejakulatu (n x 10° mm3), zvazenim na digitalni automatické
véaze (Scout Pro, OHAUS®, Parsippany, NJ, USA) byla stanovena jeho hmotnost (g). Motilita
spermii byla hodnocena pomoci mikroskopu s fazovym kontrastem (Nikon® Eclipse E200,
Tokio, Japonsko) subjektivni metodou. K dal§imu zpracovani byl pouzit pouze ejakulat o
koncentraci spermii minimalné 0,7 x 10® mm=3, s minimalni aktivitou 70 % (pfimo&ary pohyb

vpted za hlavickou, odpovidajici rychlosti).



2.1.3 Redéni a zpracovani ejakulatu

Ejakulat byl nejprve nafedén ihned po odbéru bézné pouzivanym komercnim fedidlem
na bazi rostlinnych fosfolipidi AndroMed®(Minitiibe, Tiefenbach, Némecko) na koncentraci
10 x 10° aktivnich spermii po rozmrazeni v jedné insemina¢ni davce o objemu 0,25 ml. Dané
mnozstvi fedidla bylo aplikovéno sterilni injekéni stiikackou pifimo do sbérace s odebranym
ejakulatem. Po zataveni sbérace byl nafedény ejakulat po 10 minutovém promichani naplnén
v automatické plnicce (IMV, L’Aigle, Francie) do riznobarevnych pejet o objemu 0,25 ml
(IMV, L’Aigle, Francie).

2.1.3.1 Ekvilibrace

Vyrobené pejety od kazdého byka byly rozdéleny na pocetné vyrovnané 3 skupiny
odlisené barvou pejet (n = 20 ID/byk). Pejety byly nasledné vlozeny do chladiciho boxu a
zchlazovany rychlosti 0,2 °C x min.™ na teplotu 4 — 5 °C a ekvilibrovany rizné dlouhou dobu.
V pokusu byly testovany 3 délky ekvilibrace: 30 min. (Leite et al., 2010), 120 min.
(Shahverdi et al., 2014) a 240 min. (Januskauskas et al., 1999).

2.1.3.2. Mrazeni

Ekvilibrované inseminac¢ni davky byly vkazdé varianté ekvilibrace nasledné
rozd€leny na 2 skupiny (n = 10 ID/byk/délka ekvilibrace) a zmrazeny na zakladé 2 rtiznych
mrazicich k¥ivek, které byly ve studii Dolezalova et al. (2015) vyhodnoceny jako
nejvhodnéjsi vzhledem k nasledné kvalité vyrobenych ID. Mrazeni probihalo v automatickém
mrazicim boxu DigitCool s po¢itadové fizenym poklesem teplot v komoie (Digitcool®; IMV
CryoBio-System, L’Aigle, Francie) metodou postupného zmrazovani z teploty +4 °C na
teplotu -140 az -150 °C.

Graf 1 popisuje pribéh vybranych mrazicich kiivek. Jako prvni byla pouzita
standardni, komeréné doporucovana ttifazova kiivka, ur€end pro zmrazovani byciho ejakulatu
(Muifio et al., 2007). Druha byla dvoufazova mrazici kiivka podle metodiky Januskauskas et
al. (1999) a Gil et al. (2000). Zmrazené inseminacni davky byly nasledné ulozeny do
kontejneru s tekutym dusikem a uchovavany pfi teploté -196 °C.



Graf 1 — Pribéh pouzitych mrazicich kiivek
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2.1.4 Hodnoceni insemina¢nich davek

Inseminacni davky byly rozmrazeny ve vodni lazni o teploté 38 = 1 °C po dobu 30
sekund podle standardni metodiky (Rubio-Guillen et al., 2007). Procento progresivné se
pohybujicich spermii vpted za hlavickou (MOT) bylo hodnoceno a zaznamenavano za pouziti
systému CASA (SCA® Production v. 5.3., MICROPTIC, Spanélsko) s mikroskopem
s fazovym kontrastem (Nikon® Eclipse E200, Tokio, Japonsko) pti 200 — 300 nasobném
zvétSeni. Z kazdé pejety bylo hodnoceno minimalné 5 zornych poli (Tuncer et al., 2011).
Hodnoty MOT byly zjistovany ihned po rozmrazeni (MO) a béhem kratkodobého
termodynamického testu piezitelnosti spermii (TDT; Beran et al., 2012). Hodnoty motility
spermii V prib&hu testu byly determinovany v ¢asech 30, 60, 90 a 120 minut po rozmrazeni
(M30, M60, M90, a M120). Ejakulat byl po celou dobu testu inkubovan v suchém termostatu
(Thermo-block, Falc®, Treviglio, Italie) pii teploté 38 + 1 °C.

Déle byl hodnocen podil Zivych spermii po rozmrazeni (Z0) a po 120 minutich na
konci TDT (Z120). Na piedehtatém hodinovém sklicku (37 + 1 °C) bylo smichano 20 pl
vzorku a 20 pl Eosinu krouzivym pohybem po dobu 30 sekund. Poté bylo ptidano 40 ul

Nigrosinu. Nasledné¢ bylo napipetovano 20 ul vzniklé suspenze na ptedehiaté podlozni
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sklicko a byl vytvofen roztér. Zbylé mnozstvi rozmrazené insemina¢ni davky bylo
inkubovano po dobu 120 minut pii 38 + 1 °C. Po uplynuti této doby byl vySe zminénym
postupem proveden druhy roztér. Po =zaschnuti byly roztéry vyhodnoceny jednim
hodnotitelem pod mikroskopem s fazovym kontrastem (Nikon® Eclipse E200, Tokio,
Japonsko) pii 1 000 nasobném zvétseni. Bylo hodnoceno minimalné 100 spermii z kazdého
roztéru, spermie byly klasifikovany bud’ jako mrtvé (s Cervenymi hlavickami) anebo zivé (s
bilymi hlavickami), nasledné byl vyjadien podil Zivych spermii ze vzorku (Beran et al.,
2012).

2.1.5 Statistické zpracovani vysledki

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny pomoci programu SAS (Verze 9.3; SAS Inst.
Inc., Cary, NC, USA) procedurami UNIVARIATE a GLM. Na =zakladé Akaikova
informac¢niho kritéria byly primérné hodnoty motility spermii (M0, M30, M60, M90 a
M120) a podilu Zivych spermii (ZS) opraveny o vliv téchto fixnich efekti: plemenik, délka
ekvilibrace, mrazici kiivka a interakce délka eckvilibrace-mrazici k¥ivka. Soucasné byl
hodnocen pokles motility spermii (PMS) a pokles podilu Zivych spermii (PZS)
V jednotlivych fazich termodynamického testu stejnym modelem bez efektu doby testu.
Detailni vyhodnoceni rozdilu mezi jednotlivymi proménnymi bylo provedeno pomoci Tukey

— Kramerova testu. Byla pouzita nasledujici modelova rovnice:

Yijki = u + Ai+ Bj + Ck + (AB)jj + €ijki kde:

Yijki = naméfena hodnota zavisle proménné (motilita spermii v ¢asech 0, 30, 60, 90 a 120 min.
TDT, prumérna motilita spermii, podil Zivych spermii a pokles motility spermii, resp. podilu
zivych spermii béhem TDT),

K = obecny pramér znaku,

Ai = vliv fixniho efektu i-tého plemenného byka (i =1, n = 36; 2, n = 36; 3, n = 36; 4, n = 36;
5,n=36; 6, n=236),

Bj = vliv fixniho efektu j-té délky ekvilibrace (j = 30 min., n =72; 120 min., n = 72; 240 min.,
n=72),

Ck = vliv fixniho efektu k-té mrazici kiivky (k = 1, n = 108; 2, n = 108),

BCjk = interakce mezi fixnim efektem j-té délky ekvilibrace a k-t¢ mrazici kiivky (jk = 6

skupin),

11



eijk = residudlni chyba.

V ramci hodnoceni primérné motility spermii béhem TDT byla modelova rovnice
doplnéna o fixni efekt:
Di = vliv fixniho efektu I-tého ¢asu TDT (1 = 0 min., n = 216; 30 min., n = 216; 60 min., n =
216; 90 min., n = 216; 120 min., n = 216).

Rozdily ve sledovanych ukazatelich v zavislosti na zvolenych faktorech byly

hodnoceny na hladinach statistické prikaznosti P < 0,05 a P < 0,01.
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2.2. Vysledky sledovani
2.2.1 Vliv byka

V Tabulce 1 jsou uvedeny vysledky vlivu byka na primérnou motilitu a podil zivych
spermii, resp. jejich pokles béhem TDT. Prikkazné nejvyssi primérna motilita spermii, resp.
podil zivych spermii béhem TDT byly detekovany u byka V (46,33 %, resp. 37,18 %)
V porovnani s ostatnimi byky (-3,33 az -17,00 %; P < 0,05-0,01). Naproti tomu, prikazné
nejnizsi hodnota byla dosazena u byka II (29,33 %) oproti bykiim I, V a VI (+12,5 az +17,00
%; P <0,01). Motilita spermii béhem testu klesala, mezi jednotlivymi byky byly detekovany
prukazné rozdily (P < 0,05-0,01).

Tabulka 1 dokumentuje dal$i prukazné rozdily mezi jednotlivymi byky. Rozdily
Vv poklesu podilu zivych spermii byly neprikazné (P > 0,05).

Tabulka 1 — VIliv byka na pokles a pramérnou motilitu spermii a podil zivych spermii béhem

termodynamického testu

motilita spermii (%) podil Zivych spermii (%)
Byk PMS MS PZS 7S
LSM + SE LSM + SE LSM + SE LSM + SE
I 17,50 + 0,938% 41,83 +0,776" 33,02 + 7,332 33,46 + 3,838"
I 5,69 + 0,938" 29,33+ 0,776"B 11,37+7,332 14,37 +3,838"B
11 9,31 +0,938”2 31,72 + 3,839A°¢ 19,39+ 7,332 13,38 + 3,838AC
\Y 4,93 + 0,938”2 32,17 £ 0,776AP 27,97 +7332 34,84+ 3,8388C
\Y; 7,36 +0,938* 46,33 £0,776"BCPa  2268+7,332 37,18+ 3,838BC
Vi 6,32 +0,938* 43,00 + 0,7768¢P2 35,68 + 7,332 25,14 + 3,838

Pozn.: Stejna pismena v hornim indexu dokumentuji statistickou vyznamnost rozdilu — A, B,
C, D (P <0,01), a (P <0,05); PMS — pokles motility spermii; MS — pramérna motilita
spermii; PZS — pokles % zivych spermii; ZS — primérny podil Zivych spermii b&hem

termodynamického testu; LSM — primér nejmensich ¢tverct; SE — stiedni chyba priméru

13



2.2.2 Vliv délky ekvilibrace

Vysledky vlivu délky ekvilibrace, bez ohledu na pouzitou mrazici kiivku, jsou
uvedeny v Tabulce 2 a Grafu 2. Nejvyssi hodnoty motility spermii ve vSech etapach TDT
byly dosazeny po 240 minutové ekvilibraci (Graf 2). Toto tvrzeni je v souladu s vysledky
prezentovanymi v Tabulce 2, kdy nejvyssi hodnoty primérné motility spermii béhem TDT
(39,83 %) se v porovnani s 30, resp. 120 minutovou délkou ekvilibrace prukazné lisily
(+4,58 %, resp. +2,72 %; P < 0,05-0,01). Motilita spermii po rozmrazeni statisticky prikazné
klesala béhem vsech fazi TDT, nejvétsi pokles motility spermii byl detekovan po 30 minutové
po 120 minutové ekvilibraci (-5,52 %; P < 0,01).

Z Tabulky 2 dale vyplyva, Ze nejvysSiho podilu zivych spermii bylo dosazeno
u inseminaénich davek ekvilibrovanych po dobu 120 minut (31,58 %), tiecbaze rozdily
oproti ostatnim sledovanym délkam ekvilibrace (+6,87 az +8,68 %) byly statisticky
neprikazné (P > 0,05).

Z vyse uvedenych vysledkl vyplyva, ze pouziti 30 min. délky ekvilibrace je z divodu

v v

Tabulka 2 — Vliv délky ekvilibrace na pokles a primérnou motilitu spermii a podil zivych

spermii béhem termodynamického testu

Délka motilita spermii (%) podil Zivych spermii (%)
ekvilibrace PMS MS PZS 7S
(min.) LSM + SE LSM = SE LSM = SE LSM + SE
30 10,45+ 0,663* 35,25+ 0,548"2 22,44 + 5,184 22,90 + 2,715
120 5,52+0,663"8 37,11 +0,548B2 29,68 + 5,184 31,58 + 2,715
240 9,58 +0,663%  39,83+0,548°8  2293+5184 24,71 + 2,715

Pozn.: Stejna pismena v hornim indexu dokumentuji statistickou vyznamnost rozdilu — A, B,
(P <0,01), a (P < 0,05); PMS — pokles motility spermii; MS — pramérna motilita spermii; PZS
— pokles % zivych spermii; ZS — primérny podil Zivych spermii béhem termodynamického

testu; LSM — pramér nejmensich ¢tvercl; SE — stiedni chyba priméru
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Graf 2 — Vliv délky ekvilibrace na motilitu spermii v jednotlivych fazich (0-120 minut)
termodynamického testu; MO, M30, M60, M90, M120 — procentickd motilita spermii po

rozmrazeni, resp. 30, 60, 90 a 120 min. termodynamického  testu
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2.2.3 Vliv mrazici krivky

Vysledky vlivu mrazici kiivky na parametry spermii po rozmrazeni jsou uvedeny
v Tabulce 3. Nejvyssi praimérnd motilita spermii (+2,02 %; P < 0,01), stejné tak podil Zivych
spermii (+11,77 %; P < 0,01) byly detekovany u 2-fazové mrazici kiivky. Nicmén¢, rozdily
Vv poklesu motility spermii, resp. podilu zivych spermii béhem testu byly opét statisticky
neprukazné (P > 0,05).

Tabulka 3 — Vliv mrazici kiivky na pokles a primérnou motilitu spermii a podil Zivych

spermii béhem termodynamického testu

motilita spermii (%) podil Zivych spermii (%)
Mrazici PMS MS PZS 78
krivka
LSM + SE LSM £ SE LSM + SE LSM £ SE

3-fazova 8,80 + 0,542 36,39 + 0,448 21,37 + 4,233 20,51 +2,2174
2-fazova 8,24 + 0,542 38,41 + 0,448" 28,67 + 4,233 32,28 +2,217A
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Pozn.: Stejna pismena v hornim indexu dokumentuji statistickou vyznamnost rozdilu — A (P <
0,01); PMS — pokles motility spermii; MS — primérna motilita spermii; PZS — pokles %
zivych spermii; ZS — priimé&my podil Zivych spermii béhem termodynamického testu; LSM —

prumér nejmensich ¢tverct; SE — stfedni chyba primeéru

2.2.4 Vliv interakce délky ekvilibrace a mrazici kiivky

V Tabulce 4 a Grafu 3 jsou uvedeny vysledky vlivu interakce délky ekvilibrace a
mrazici kiivky. Z vysledk uvedenych v Tabulce 4 je patrné, Ze délka ekvilibrace 30 minut
v kombinaci s 3-fazovou, i 2-fazovou mrazici kiivkou prezentuje nejnizsi hodnoty motility
spermii v porovnani se 120 (-2,55 % a -1,17 %), i 240 minutovou (-6,78 % a -2,39 %) délkou
ekvilibrace.

Primérny podil zivych spermii byl v pribéhu celého testu prukazné nejvyssi (P <
hodnotam u interakce 30, resp. 240 minutové ekvilibrace a 3-fazové mrazici kiivky. Nejvetsi
pokles podilu zivych spermii béhem testu byl detekovéan u davek ekvilibrovanych 120 minut a
u davek ekvilibrovanych 120 minut a mrazenych 3-fazovou mrazici kiivkou (19,31 %).

Graf 3 zobrazuje prubéh motility spermii v jednotlivych etapach TDT v zavislosti na
interakci mrazici kiivka-délka ekvilibrace. Vyssich hodnot motility bylo dosazeno za pouziti
2-fazové mrazici kiivky v porovnani s 3-fazovou kiivkou bez ohledu na délku ekvilibrace,
kromé¢ motility po rozmrazeni pii 240 minutové ekvilibraci (-1,12 %).

Z grafu je dale patrné, Zze ¢im je del§i délka ekvilibrace, tim vyS$i jsou hodnoty
motility spermii. Nicméng, u kombinace 30 minutové délky ekvilibrace s 2-fazovou mrazici
kiivkou bylo dosazeno vysSich hodnot motility spermii v porovnani se standardni variantou
(120 min. ekvilibrace a 3-fazové mrazici ktivka). Tato fakta jsou podpoiena vysledky
prumérné motility spermii prezentovanymi v Tabulce 4. Pouziti 2-fazové mrazici kiivky
vedlo ke zvySeni motility spermii bez ohledu na délku ekvilibrace v porovnani se standardni
kombinaci 120 minutové ekvilibrace a 3-fazové mrazici kiivky. Nicméné, vyssi hodnoty
motility spermii (40,06 %) byly determinovany za pouziti interakce délky ekvilibrace 240
minut a 3-fazové mrazici kiivky v porovnani s 30 (-6,78 %) a 120 minutovou ekvilibraci (-
4,23 %). Podobnych vysledkii motility spermii bylo dosazeno pii pouziti 2-fazové mrazici

kiivky. Nebyl zaznamenan zadny trend v poklesu motility spermii béhem TDT.
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Tabulka 4 — Vliv interakce délka ekvilibrace-mrazici kiivka na pokles a primérnou motilitu

spermii a podil zivych spermii béhem termodynamického testu

Ekvilibrace motilita spermii (%) podil Zivych spermii (%)
X PMS MS PZS 78
mrazici kiivka LSM + SE LSM =+ SE LSM £ SE LSM £ SE
30 min. vs. Aa A a
WN-VS- o 11184+1,133/ 33,28+ 1,018 20,62 +7,306 19,18 + 4,389
3-fazova
120min.vs. 551, 113300 3583+1,018°  19,31+7,306 22,87 + 4,389
3-fazova
240min.vs. 150041133 40,06+ 1,018 24,17+7,306 19,50 = 4,389
3-fazova
30min.vs. 92511133 37,22+1,018  2427+7306 26,62+ 4,389
2-fazova
OIS 58341133 3830+1018° 400447306 40,20+ 4,389
2-fazova
240 min.vs. g7 1133 39,61+1,018"  21,69+7,306 29,91 + 4,389
2-fazova

Pozn.: Stejna pismena v hornim indexu dokumentuji statistickou vyznamnost rozdilu — A (P <
0,01), a, b (P < 0,05); PMS — pokles motility spermii; MS — primérna motilita spermii; PZS —
pokles % Zivych spermii; ZS — priméry podil Zivych spermii bdhem termodynamického

testu; LSM — pramér nejmensich ¢tverct; SE — stiedni chyba priméru

Graf 3 — Vliv interakce délka ekvilibrace-mrazici kiivka na primérnou motilitu spermii

behem termodynamického testu; M0, M30, M60, M90, M120 — procenticka motilita spermii

po rozmrazeni, resp. 30, 60, 90 min. termodynamického testu

47

42
X 37
= m MO
£
@ mM30
Q.
o 32 " M60
=
= M90
o
£ 27 - M120

22

30 minvs 3- [ 30 min vs 2- | 120 min vs 3-| 120 min vs 2- | 240 min vs 3- | 240 min vs 2-
fazovd fazovd fazovd fazovd fazovd fazovd
interakce délky ekvilibrace a mrazici kfivky

17



3. Zavér a doporuceni pro praxi

Na zakladé nami dosazenych vysledku lze konstatovat, ze ¢im je doba ekvilibrace
delsi, tim je vySsi motilita spermii béhem termodynamického testu trvajicim 120 minut po
rozmrazeni. Insemina¢ni davky mrazené pomoci 2-fazové mrazici kiivky prokazaly vyssi
hodnoty motility spermii i podilu zivych spermii po rozmrazeni v porovnani s 3-fazovou
mrazici kiivkou. V ramci hodnoceni vlivu interakce délka ekvilibrace-mrazici kiivka, byly
detekovany podobné trendy. Soucasné byl potvrzen vliv individuality plemenného byka jako
vyznamny.

Zjisténi naznacuji nutnost detekovat a nasledné aplikovat optimalni kombinaci délky
ekvilibrace a mrazici kiivky pro jednotlivého plemenného byka, ktera potencialné umozni
zajisténi vyssi efektivity vyroby zvySenim poctu produkovanych inseminacnich dévek a
udrzeni vys$$i oplozovaci schopnosti rozmrazené inseminacni davky podporujici zajem

chovateli o jejich aplikaci pii zajisténi reprodukce stada.

18



III. SROVNANI ,NOVOSTI POSTUPU“

V metodice jsou uvedeny metody a vlastnimi vysledky vyzkumné ovérené metodické
postupy kryokonzervace ejakulatu bykt. Uvadéné informace o vlivu délky ekvilibrace a typu
mrazici kifivky na oplozovaci schopnost inseminacnich dévek jsou vysledkem vyzkumné
¢innosti autort a vysledkem systematického studia védecké literatury v oblasti metod

pouzivanych v reprodukci hospodéiskych zvirat.

V. POPIS UPLATNENI METODIKY

Metodika bude vhodnou pomuckou pro podnikatele v zemédélstvi, ve Slechténi v
chovu skotu pii realizaci zvySovani konkurenceschopnosti zemédélstvi — chovu skotu (osa |
PRV, priorita 1.1. Modernizace, inovace a kvalita, 1.2. Pfenos znalosti) uplatnénim
progresivnich technologickych postupt v reprodukci skotu.

Pfedlozena publikace poskytne informace pracovnikiim Slechtitelskych organizaci,
poradcam, chovatelim, pracovnikiim v zivoc¢isné vyrobé. Vysledky jsou vyuZitelné v procesu

pribézného vzdélavani a v pedagogické ¢innosti.

V. EKONOMICKE ASPEKTY

V zajmu kazdého producenta inseminaénich davek je minimalizace nakladd na vyrobu
umoziujici zvySeni konkurenceschopnosti podniku a dosazeni co nejvysSiho zisku. Kromé
genetické kvality plemennych bykt rozhoduje o tuspéchu producentii inseminacnich
davek také kvalita a mnozstvi vyrobenych insemina¢nich davek. Hlavnim cilem je vyrobit
davky v pozadované kvalité, tedy svysokou oplozovaci schopnosti. Nedostate¢na troven
reprodukce dojnic je jednim z hlavnich ekonomickych probléma sou¢asného chovu nejen u
nas, ale i ve svéte.

Ekonomicky pfinos potencialné umoznény realizaci navrhovanych doporuceni lze
spatrovat v optimalnim vyuziti ejakulatu byka, které povede ke zvyseni kvality inseminacnich
davek byka. Navrhovana doporuceni mohou vést dale ke zvyseni poctu vyrobenych
inseminacnich davek z jednoho odbéru byka. Cena inseminac¢nich davek se pohybuje od cca
70,- K¢ u byku v procesu testacniho piipafovani az po cca 900,- K¢ u kvalitnich proveérenych
bykt zlepsovatela. Udrzeni, resp. zvyseni oplozovaci schopnosti insemina¢nich davek
potencialné muze predstavovat vyznamny ekonomicky piinos pro chovatele dojnic.

Zabtezavani dojnic dlouhodobé Kklesa a aktualné se dostalo jiz na hranici 40 %. Jalova
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plemenice ve stad¢ predstavuje financni ztratu, protoze dochazi k oddaleni jeji budouci
uzitkovosti pii soucasném poklesu uzitkovosti soucasné. Prodluzovani mezidobi piinasi
zvysovani individualnich nakladi doprovazené snizovanim trzeb. Podle poslednich
ekonomickych analyz se jedna o ¢astku ztraty v rozpéti 60-70 K¢ za kazdy den prodlouzeného
mezidobi. Dalsi pfinos lze spatrovat v intenzivnéjsim pienosu genetické informace do chovi,

coz ve svém dusledku vede k celkovému zlepseni populace danych plemen.
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