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I. CiL METODIKY

Cilem metodiky je shrnout dosavadni poznatky v oblasti zpracovani ejakulatu,
zejména z hlediska vlivu ekvilibrace a podminek mrazeni pti vyrobé inseminacnich davek.
Metodika prispiva ke zlepSeni kvantitativnich a kvalitativnich parametrii inseminacnich
davek, tim potencialné i K podpoie zabtfezavani krav a ke zlepSeni ekonomické situace

v chovu.

II. VLASTNI POPIS METODIKY

1. Uvod

1.1. Plodnost byka

Plodnost je zdkladni biologické a soucasné ekonomicky vyznamna uzitkova vlastnost
skotu. Rozhodujicim zplisobem ovliviiuje ob& hlavni uzitkové vlastnosti skotu. Plodnosti
rozumime schopnost produkovat zivotaschopné potomstvo. Realizuje se produkci pohlavnich
bunék, oplozenim vajicka a porodem telete (Louda et al., 2008).

Plodnost je komplexni vlastnost ovliviiovana mnoha faktory, jako je genetika,
epigenetika, faktory zivotniho prostiedi a epistaze, ve vysledku je to ale nizce dédiva
vlastnost (Collins et al., 1962; Blaschek et al., 2011; Parisi et al., 2014). Jednim z diléich
faktorti vyznamné se podilejicich na vysledku plodnosti dojnic, je plodnost byka.

Ackoli vétsinou genetické faktory ovliviiuji plodnost, faktory prostiedi, jako je klima,
vyziva a management chovu maji vyznamny vliv na fyziologii byka a tim i na jeho plodnost.
Mezi tyto faktory patii naptiklad extrémni klimatické vykyvy, dlouha doba piepravy nebo
nevybalancovana krmna davka (Parisi et al., 2014). Nezbytné dulezitou soucasti optimalni
reproduk¢ni schopnosti je predev§im spravna funkce endokrinniho systému, respektive fizeni
produkce spermii a jejich zrani (Parisi et al., 2014).

Plodnost byku je dulezitym faktorem v reprodukci skotu a je reprezentovana zejména
vstupni kvalitou cerstvého ejakulatu a vyslednou kvalitou inseminac¢ni davky (Beran et al.,

2012).



1.2. Hodnoceni ejakulatu

Pro vyhodnoceni plodnosti samct je potfeba zacit s fyzickym hodnocenim zvitete
(Rodriguez-Martinez a Barth, 2007) jako je hodnoceni zdravi, vySetieni vnitinich a vnéjsich
pohlavnich orgédnti a hodnoceni kvality ejakuladtu. Jedna se o jednoduchy a nakladové
efektivni zpisob hodnoceni plodnosti byka (Hoflack et al., 2006).

Pro vyhodnoceni kvality spermii je mozné vyuzit mikroskopie, analyzu spermii
pomoci pocitatové techniky a pritokovou cytometrii (Lorton, 2014). Mezi laboratorni metody
patii posouzeni integrity riznych struktur jako struktury genomové DNA (gDNA), akrozomu,
bunétné membrany a mitochondrii, tak se hodnoti i dynamické parametry spermii jako je
hyperaktivni motilita (Davis et al., 1992), stejné jako interakce spermie a vajicka (Rodriguez-
Martinez, 2006). Vybér plemenikt pro reprodukci vyzaduje hodnoceni in vivo. Tento proces
zahrnuje zpracovani tisice ejakulatl a kryokonzervaci desitek tisici davek (Bissonnette et al.,
2009).

Po odbéru ejakulatu od byka se v bézné laboratorni praxi vyuziva vizudlniho odhadu
procenta pohyblivych spermii ve vzorku spermatu, aby se zamezilo urcité variabilit¢ 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 neposledni fad¢ také podil zivych spermii a % zastoupeni
apoptotickych spermii (Saragusty et al., 2007).

Proces vyroby ID sniZzuje motilitu spermii, tudiz pocatecni kvalita ejakulatu je

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

1.3. Zpracovani ejakulatu

Zpracovani ejakuldtu zahrnuje adaptaci biologickych bunék na osmoticky tlak a
tepelny Sok, kterym prochézi jak pii nafedéni, chlazeni, procesu mrazeni a pfi rozmrazovani
(Watson et al., 1992). Pokles teplot, chladovy Sok a intracelularni ledové krystaly mohou
negativné ovlivnit plazmatickou membranu spermie, integritu akrozomalni nebo
mitochondrialni membrany (Defoin et al., 2008) a zplsobit ztratu intracelularnich komponent
(Graham a Mocé, 2008), ktera miiZze iniciovat bunéénou smrt (Padrik et al., 2012). Toto
poskozeni je odpovédné za ztratu motility, Zivotaschopnosti a oplozovaci schopnosti spermii

V nasledné rozmrazeném ejakuléatu (Holt, 2000).



Po makroskopickém a mikroskopickém zhodnoceni odebrané¢ho ejakulatu nésleduje
jeho dlouhodoba konzervace — fedéni a zmrazovani (Beran et al., 2014).

Uspéch kryokonzervace zavisi na mnoha faktorech jako je individualita plemenika
(Hartlova et al. 2013), interakce mezi kryoprotektantem a typem pouZitého fedidla (Spalekova
et al. 2014; Stadnik et al. 2015), délka chlazeni a ekvilibrace (Andrabi 2007) a rychlost
mrazeni nebo rozmrazovani (Clulow et al. 2008). Redéni, zmrazovani (Beran et al., 2014) a

nasledna kvalita rozmrazeného ejakulatu vyznamné ovliviiuji zabfezavani (Saacke, 1984).

1.3.1. Redéni ejakulatu

Aby byla kryokonzervace uspé$nd, musi se k ejakulatu piidat fedidlo, které vytvari
optimalni podminky pro zmrazeni spermii a zaroven se diky nému zvySi i objem
zpracovaného ejakulatu, tim i mnozstvi vyrobenych ID s pozitivnim pfinosem pro ekonomiku
podniku (Louda et al., 2007). Mezi zakladni stavebni kameny fedidla v soucasné dobé& patii
Bi-destilovana voda slouzici jako nosi¢ ostatnich komponent, kryoprotektiva, pufry, cukry,
antibiotika, aminokyseliny a mastné kyseliny (Beran et al., 2014).

Kryoprotektiva chrani buniky ptfed roztrhanim ledovymi krystaly, které vznikaji
béhem procesu mrazeni, taktéZz chrani buiiky pfed chladovym Sokem a zvySuji jejich odolnost
(Ball a Peters, 2004).

Zivotnimi projevy jako je dychani spermii, vznikaji v ejakulatu produkty latkové
vymeény, kyselina mlé¢nd. Ta postupné okyseluje prostiedi, zpomaluje pohyb spermii,
navozuje anabiozu a jejich odumteni (Mutalik et al., 2014).

Proces fedéni musi byt zahdjen do 150 minut po odbéru. Teplota ptidavaného fedidla i
fedéného ejakulatu musi byt stejnd, aby se predeslo chladovému Soku (Ball a Peters, 2004).

Jako fedidla jsou dostupné specifické biochemické latky, které ovliviiuji schopnost
spermii a pfedchézi jejich poskozeni v pribéhu mraziciho procesu (Tatham, 2000), slouzi zde
jako ochrana pro spermie béhem mrazeni (snaha zabranit chladovému Soku) a zlepSeni

motility po nasledném rozmrazeni (Siddigue et al., 2006).

1.3.2. Chlazeni, ekvilibrace

Ke zménam v motilit€¢ spermii a jejich struktufe dochézi v riznych fazich chlazeni,
mrazeni nebo rozmrazovani (Ferero-Gonzalez et al., 2012). Chlazeni je faze adaptace spermii

na zpomaleni metabolismu (Watson, 2000). Metabolismus spermie se snizuje o polovinu



s kazdym poklesem o 10 °C, tudiz pfi zchlazeni z 39 °C na 4-5 °C se metabolismus spermie
snizi asi na 10 % puvodni urovné (Amann, 1989).

Rychlé zchlazeni redukuje rozklad fruktozy, obsah kysliku a syntezu ATP, znamena
to, ze spermie ztraci zasobeni energii a nasledné 1 motilitu (Blackshaw a Salisbury, 1957).
Natedény ejakulat je proto chlazen pomalu, aby se piedeslo chladovému Soku.

Soucasti technologického procesu vyroby insemina¢nich davek je ekvilibrace.
Ekvilibrace je proces, ktery nasleduje po zchlazeni inseminaénich davek pfed samotnym
mrazenim (Dhami et al., 1992). Délka ekvilibrace ozna¢uje celkovy ¢as béhem kterého
spermie zustava v kontaktu s glycerolem a kryoprotektantem pted zmrazenim. V tomto stadiu
glycerol penetruje do spermatickych bunék a nastavuje urcitou balanci mezi intracelularni a
extracelularni koncentraci. Nemélo by byt piehlizeno, Ze ekvilibrace spociva v balanci
koncentrace glycerolu, ale také osmoticky aktivnich komponent fedidel (Salomon a Maxwell,
2000). Glycerol ovsem pronika do bunék velmi rychle, tudiz dostatecné dlouhé ekvilibrac¢ni
obdobi je nutné spise pro adaptaci membran spermii na nizké teploty béhem mrazeni nez pro
prostup glycerolu do bun¢k (Vishwanath a Shannon, 2000, Muifo et al., 2007).

Ekvilibrace se jevi jako nezbytny proces pro uspésné mrazeni byciho spermatu, ma
vliv na jeho oplozovaci schopnost a ptezitelnost. Tudiz na zakladé objektivni analyzy je doba
ekvilibrace zédsadni krok pro udrzeni motility a integrity membrany spermie nezdvisle na

pouzitém fedidle (Leite et al., 2010).

1.3.2.1. Délka ekvilibrace

Délka ekvilibrace je variabilni, trvd od 30 minut do 24 hodin pfed samotnym
mrazenim (Dhami et al., 1992). Talevi et al. (1994) jako nejvhodnéjsi shledal dobu trvani
ekvilibrace 1 hodinu. Awad (2011) nebo Dhami et al. (1996) ve své praci vyuzivali dobu
ekvilibrace 2 hodiny pii 5 °C. Dhami et al. (1992) zjistili, ze délka ekvilibrace 2 hodiny pii
5°C ptinasi lepsi vysledky pieZitelnosti spermii ve srovndni s variantou bez faze ekvilibrace.

Z vysledkl nékolika dalSich studii je zfejmé, Ze optimalni doba ekvilibrace pro by¢i
sperma pied zmrazenim je uchovani v 5 °C po dobu nékolika hodin (4 — 18 hod.). Lze tak
ziskat maximalni zivotaschopnost spermii po rozmrazeni insemina¢ni davky (Muifio et al.,
2007). Bois et al. (2012) porovnaval vliv dvou délek ekvilibrace (30 a 60 minut) na naslednou
motilitu a membranovou integritu spermii. Kratky ¢as ekvilibrace (30 minut) mél negativni
vliv na membranovou integritu spermii, avSak rozdily mezi vysledky motility nebyly

statisticky vyznamné.



Na nékterych inseminacnich stanicich se vyuziva délky ekvilibrace 3 — 4 hodiny a
ejakulat je mrazen ve stejny den, kdy byl odebran, ale napiiklad starSi studie (Pickett a
Berndtson, 1978) doporucovala ekvilibrovat ejakulat pfes noc cca az 18 hodin a mrazit az
druhy den rano. Jejich zjisténi dokumentuji lepsi vysledky plodnosti. Takové prodlouzeni
délky ekvilibrace je vhodné pro ¢asovy harmonogram inseminacni stanice, kde je kazdy den
den rano.

Vysledky prace Arav et al. (2000) také naznacuji, ze prodlouzeni doby ekvilibrace
zvysSuje oplozovaci schopnost spermii. Soucasné je otdzkou pracovni a Casova naroc¢nost
delsi ekvilibrace ve vztahu k celkovym nakladiim vynalozenych na vyrobu 1 inseminacni
davky.

Ptes tato zjiSténi stdle existuji pochybnosti ohledné¢ vlivu doby ekvilibrace na
naslednou pohyblivost spermii, integritu spermatickych membran a jejich mitochondridlnich
funkci po rozmrazeni (Leite et al., 2010). Minimalni délka ekvilibrace vhodna pro néslednou
kryokonzervaci spermatu s uspokojivymi vysledky Zivotaschopnosti spermii po rozmrazeni je
stale sporna (Dhami a Sahni, 1993). Soucasné je spolurozhodujici také teplotni gradient
chlazeni, resp. nasledného mrazeni inseminacnich davek. Maximalizace pteziti bun¢k, které
Jsou podrobeny zmrazeni a rozmrazeni, vyzaduje pec¢livé kontroly procesu mrznuti (Arav et

al., 2002).

1.3.3. Mrazeni

Je vSeobecné znamo, Ze proces kryokonzervace snizuje zZivotaschopnost spermii o vice
nez 50 % (Watson, 1976). Nizka oplozovaci schopnost po rozmrazeni je dana poSkozenim, ke
kterym doSlo v priibéhu mrazeni (Saragusty et al., 2007). Zna¢ny vyznam kryokonzervace
jako je chlazeni nebo mrazeni ma kriticka teplota -5 °C az -50 °C, ktera urcuje, zda spermie
zlstane v rovnovaze s extraceluldrnim prostiedim nebo se postupné prochladi a zvysi se
moznost tvorby intracelularnich ledovych krystald (Kumar et al., 2003). Naproti tomu Rubei
et al. (2004) jako kritickou shledal teplotu -6°C az -15°C. Zména teploty ve vzorku je zavisla
na biologickém materialu, tepelné vodivosti a geometrickém tvaru nadoby (Diller, 1992).
Polge te al. (1957) navrhl vyuziti pomalého mrazeni rychlosti 1 az 2°C/min mezi 5 az -15°C,
dale pak rychlost mrazeni 4 az 5 °C/min mezi -15 az -79 °C. Chen et al. (1993) zase doporucil

rychlost mrazeni 15°C/min v intervalu 5 az -100 °C a nasledné pielozeni ptimo do tekutého



dusiku. Bylo zji§téno, ze chlazeni/mrazeni spermii od 4 do -120 °C bud’ rychlosti 20 nebo
30°C za minutu ptinasi lepsi motilitu a oplozovaci schopnost (Bhosrekar et al., 1994).

Ferero-Gonzalez et al. (2012) shledali jako vhodné vyuziti kontrolované¢ho systému
chlazeni. Lepsi kvality zmrazeného ejakuldtu je dosazeno pii kontrolovatelném
(programovatelném) procesu mrazeni. Rozdilné stupné (faze) mrazeni podéavaji lepsi vysledky
zivotaschopnosti spermii po rozmrazeni (Rasul, 2000).

Stradaioli et al. (2007) vyuzival ve své praci teplotni gradient v prvni fazi z 5 °C na
-5 °C rychlosti 3 °C/min, v dalsi fazi z -5 °C na -42 °C rychlosti -40 °C/min a z -42 °C na
-140 °C rychlosti -10 °C/min, poté byly davky ptelozeny pfimo do tekutého dusiku (-196 °C).

Metody fizeného postupu mrazeni maji signifikantné lepsi vysledky nez metody
konvenéni (Saragusty et al., 2007).

Existuji komer¢ni doporuéeni pro technologie mrazeni gamet jednotlivych druht
hospodarskych zvitat. Nicméné lze piredpokladat, ze prubeh mrazici kiivky riznym zptisobem
vyznamné ovlivni néslednou motilitu spermii po rozmrazeni inseminacni davky jednotlivych

byki.

2. Metodika a vysledky

2.1. Metodické postupy
2.1.1 Odbér ejakulatu

Do pokusu byla vybrana skupina 9 bykl (oznacenych Byk I az Byk IX) chovanych na
1 inseminacni stanici a pravidelné vyuzivanych k produkci insemina¢nich davek. Byci byli
stejného veéku, 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 zplisob oSetfovani). V letnim obdobi byci méli pfistup na pastvu
v aredlu inseminacni stanice. Byla jim podavéna stejnd krmna davka: seno (10 kg), slama (5
kg), sdjovy Srot (0,5 kg), smés obilnych Sroti: 1/3 ovesného, 1/3 pSeni¢ného a 1/3 je¢ného
Srotu, v celkové davce 3 kg a smé&s mineralii Premin 22 Natural ve formé lizu od firmy VVS
Vermétovice s. r. 0. Tento mineralni doplnék obsahuje: 25 % zitnych otrub, 25 % KH2POs, 19
% CaCOg, 13 % NaCl, 9 % MgO, 4 % tepné melasy a ostatni mineraly (obsah na 1 kilogram
krmné smési): Ca (11,4 %), P (6 %), Na (5 %), Mg (5,2 %), Vitamin A (1250 000 i.u.),
Vitamin D3 (250 000 i.u.), Vitamin E (5 000 mg), Vitamin B1 (61 mg), FeCO3 (8 200 mg),

10



CuSOs . 5H,O (600 mg), MnO (3 000 mg), ZnO (5 500 mg), Ca(lO0z)> (45 mg),
Co(CH3COO0)2 (45 mg), Na-SeOs (36,5 mg), niacin (825 mg), beta karoten (800 mg).
Odebrany ejakulat byl ziskavan standardnim postupem do ume¢lé vaginy (Louda et al.,
2007) v obdobi od dubna 2014 do unora 2015 nasledujiciho roku. Vstupni hodnoceni bylo
provadéno v laboratofi inseminacni stanice jednim Skolenym laboratornim technikem dle
metodiky (Véznik et al., 2004): ejakulat byl nejprve zhodnocen senzoricky na piitomnost
nezadoucich pfimisenin a zépachi. Dale byla na fotometru (Genesys 10vis, Spectronic
Unicam, Rochester, NY, USA) zmétena hustota ejakulatu, zvazenim na digitalni automatické
vaze (Scout Pro, OHAUS®, Parsippany, NJ, USA) byla stanovena jeho hmotnost a nasledné
objem. Aktivita byla hodnocena pomoci mikroskopu s fizovym kontrastem (Nikon® Eclipse
E200, Tokio, Japonsko) subjektivni metodou. K dal§imu zpracovani bylo pouzito pouze

3

sperma o koncentraci spermii minimalné 0,7 x 106 mm™, S minimdlni aktivitou 70 %

(pfimocary pohyb za hlavickou, odpovidajici rychlosti).

2.1.2 Redéni a zpracovani ejakulatu

Ejakulaty byly nejprve nafedény ihned po odbéru bézné€ pouzivanym komerénim
fedidlem na bézi rostlinnych fosfolipidiéi (AndroMed®, Minitiibe, Tiefenbach, Némecko) na
koncentraci 10 x 106 aktivnich spermii po rozmrazeni v jedné inseminacni ddvce. Dané
mnozstvi fedidla bylo aplikovano sterilni injekéni stiikackou pfimo do zkumavky
s odebranym ejakulatem. Poté byly zkumavky uzavieny sterilni zatkou. Po 10 minutovém
promichani byl nafedény ejakulat naplnén do pejet o objemu 0,25 ml (IMV, L’Aigle,
Francie), zchlazen na teplotu 4 °C a ekvilibrovan po dobu 120 minut pfed mrazenim.

Vyrobené pejety od kazdého byka byly rozdéleny na po€etné vyrovnané Ctyti skupiny
a kazda skupina byla zmrazena jednou ze 4 vybranych mrazicich kfivek metodou postupného
zmrazovani na teplotu -105 °C v automatickém mrazicim boxu DigitCool (Digitcool®; IMV
CryoBio-System, L’Aigle, Francie). Insemina¢ni davky byly nasledné pfesunuty a ulozeny do

kontejneru s tekutym dusikem a uchovavany pfi teploté -196 °C.

2.1.3 Pouzité mrazici krivky

Graf 1 popisuje pribéh vybranych mrazicich kiivek. Jako prvni byla pouzita
standardni, komerc¢né doporucena tiifazova kiivka, urCend pro zmrazovani by¢iho spermatu
(Muido et al., 2007). Druha byla dvoufazova mrazici kiivka podle metodiky Januskauskas et
al. (1999) a Gil et al. (2000). Dale byla vybrana kiivka pomalejsi (Stradioli et al., 2007) a

11



rychlejsi (Saragusty et al., 2007) na bazi tfifdzové mrazici kiivky uréené pro mrazeni

inseminac¢nich davek.
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Graf 1 — Prabéh pouzitych mrazicich kiivek

2.1.4 Hodnoceni motility spermii

Nésledné bylo hodnoceno 60 inseminacnich davek z kazdého odbéru, tj. 15 davek z
kazdé mrazici kiivky. Inseminaéni davky byly rozmrazeny ve vodni 1azni o teploté 38 + 1 °C
po dobu 30 sec. (Rubio-Guillen et al., 2007). Procento progresivné se pohybujicich spermii
vpted za hlavickou bylo hodnoceno ihned po rozmrazeni (AKTO). Aktivita spermii byla
hodnocena subjektivné pomoci mikroskopu s fdzovym kontrastem (Nikon® Eclipse E200,
Tokio, Japonsko) pti 200 — 300 nasobném zvétseni jednim hodnotitelem. Z kazdé pejety byla
hodnocena minimalné¢ tf1i zornd pole (Tuncer et al., 2011). Nasledné¢ byl proveden
kratkodoby termodynamicky test ptrezitelnosti spermii (Beran et al., 2012b): hodnoty aktivity
spermii (AKT30 — 120), zjisténé vyse uvedenym postupem, byly determinovany v Casech
30, 60, 90 a 120 min. trvani testu (Thermo-block, Falc®, Treviglio, Italie) pfi teploté 38 +
1°C.

12



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
informacniho kritéria byly primérné hodnoty aktivity spermii (AKTO0, AKT30, AKT60,
AKT90 a AKT120) behem celého termodynamického testu opraveny o vliv téchto fixnich
efekt: plemenik, mrazici kiivka, doba termodynamického testu a interakce plemenik-
mrazici kiivka. Soucasné byl hodnocen pokles aktivity spermii (AKTO — AKT120) a aktivita
spermii 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:

Yijk = pu + Ai+ Bj + Ck + (AB)jj + €ijki

Yijk = naméfena hodnota zavisle proménné (aktivita spermii v ¢asech 0, 30, 60, 90 a 120 min.,
pramérnd aktivita spermii a pokles aktivity spermii béhem termodynamického testu),

U = obecny prumér znaku,

Ai = vliv fixniho efektu i-té mrazici kiivky (i = 1, n = 135; 2, n = 135; 3, n = 135; 4, n = 135),
Bj = vliv fixniho efektu j-tého plemenného byka (j =1, n =60; 2, n = 60; 3, n = 60; 4, n = 60;
5,n=60; 6,n=60;7,n=60; 8 n=60;9, n=60),

Ck = vliv fixniho efektu k-tého ¢asu termodynamického testu (k = 0 min., n = 108; 30 min., n
=108; 60 min., n = 108; 90 min., n = 108; 120 min., n = 108) v pfipad¢ hodnoceni primérné
aktivity spermii,

ABij = interakce mezi fixnim efektem i-t¢ mrazici kiivky a j-tého plemenného byka (ij = 36
skupin),

eijki = residudlni chyba.

Rozdily ve sledovanych ukazatelich v zavislosti na zvolenych faktorech byly

hodnoceny na hladinach statistické prikaznosti P < 0,05; P < 0,01 a P < 0,001.
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2.2. Vysledky sledovani

Graf 2 ukazuje pribéh poklesu aktivity spermii béhem termodynamického testu bez
ohledu na typ mrazici kiivky. Nicmén¢, nejvyssi hodnoty aktivity spermii ve vSech fazich
testu byly detekovany pii pouziti dvoufazové mrazici kiivky. Nejcastéjsi a statisticky
vyznamné rozdily (P < 0,05) byly detekovany v porovnani se tieti, tedy pomalejsi tfifazovou

mrazici kiivkou, reprezentujici nejnizsi motilitu spermii ve vSech fazich testu.
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Graf 2 — Vliv typu mrazici kiivky na aktivitu spermii v jednotlivych fazich (0-120 minut)
termodynamického testu; stejna pismena znaci prukazny rozdil — A, B, C, D, E (P < 0,01); a,
b, c (P <0,05)

Tabulka 1 dokumentuje druhou, tedy dvoufazovou mrazici kiivku jako nejvhodné&jsi.
Primérna aktivita spermii béhem celého termodynamického testu dosdhla 35,3 % a rozdil
proti ostatnim kfivkam byl statisticky priukazny (P < 0,05). Pokles motility béhem testu byl
podobny (13,52 — 15,97%) bez prukazného rozdilu mezi kiivkami (P > 0,05).
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Tabulka 1 — Vliv mrazici kiivky na primérnou aktivitu spermii a jeji pokles b&hem

termodynamického testu

Aktivita AKTO0 - AKT120
Mrazici kfivka
LSM = SE LSM = SE
1. (3-fazova) 30,93 + 0,643 15,97 + 0,757
2. (2-fazova) 35,30 + 0,643~ B 14,21 + 0,757
3. (pomalejsi 3-fazov4) 26,48 + 0,6434B.C 15,28 + 0,757
4. (rychlejsi 3-fazova) 30,30 + 0,6438 € 13,52+ 0,757

Pozn.: Stejna pismena v hornim indexu dokumentuji statistickou vyznamnost rozdilu - A, B,
C (P <0,01); LSM — pramér nejmensich ¢tvercti; SE — stfedni chyba pruméru

Z Tabulky 2 je patrné, ze nejvyssi primérna hodnota aktivity spermii (42,83 %) byla
rozdil, stejné jako ostatni rozdily mezi hodnocenymi byky byl ve vétsin€ ptipadi statisticky
prikazny (P < 0,05). Zaroven byl u byka II detekovan prukazné (P < 0,05 — 0,01) nejvétsi

v

< 0,05 - 0,01).

Tabulka 2 — Vliv individuality plemenného byka na primérnou motilitu spermii a jeji pokles

béhem termodynamického testu

Aktivita AKTO0 - AKT120
Byk
LSM + SE LSM =+ SE
I 42,83 + 0,965 16,77 + 1,136”
1 19,17 + 0,965"B 19,79 + 1,13652
i 39,75 + 0,9655C2 16,98 + 1,136°
v 35,00 + 0,9654B.D:ab 15,10 + 1,136°
Vv 20,00 + 0,965ACPE 12,50 + 1,13684
VI 30,58 + 0,965ABCDEFRDC 9,69 + 1,136 BCDac
VIl 35,83 + 0,965ABEFG 0,38 + 1,136ABCECe
VIl 27,75 + 0,9654BCDEGC 17,92 + 1,136 Ed
IX 25,83 + 0,9654BCDEGC 14,58 + 1,136%¢

Pozn.: Stejna pismena v hornim indexu dokumentuji statistickou vyznamnost rozdilu - A, B,
C,D,E,F,G(P<0,01);a,b,c d(P<0,01); LSM — pramér nejmensich ¢tverct; SE — stiedni
chyba priiméru

Graf 3 dokumentuje, Ze nejvyssi hodnoty aktivity spermii byly detekovany po

rozmrazeni insemina¢nich davek zmrazenych pomoci druhé, tedy dvoufazové mrazici kiivky
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U 8 z 9 hodnocenych bykl. Rozdily mezi jednotlivymi byky byly statisticky prikazné (P <
0,01). Nicméné¢ u byka VI byly nejvyssi hodnoty aktivity spermii dosazeny u prvni
(tfifazové) standardné pouzivané kiivky na této inseminaéni stanici. Celkové vSak byla

dvoufazova mrazici kiivka vhodnéjsi pro vétSinu sledovanych bykd.
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Graf 3 — Interakce vlivu mrazici kiivky a individuality plemenného byka na primérnou

aktivitu spermii béhem termodynamického testu

3. Zavér a doporuceni pro praxi

Na zékladé¢ nami dosazenych vysledkt lze konstatovat, Zze druhd, tedy dvoufazova
mrazici kiivka, byla nejvhodnéjsi pro vyrobu inseminacnich davek fedénych fedidlem
AndroMed® ve vztahu k nasledné aktivité spermii po rozmrazeni. Inseminacni davky
zmrazené¢ pomoci dvoufazové mrazici kiivky prokazaly nejvy$si hodnoty aktivity spermii
ithned po rozmrazeni i v prubéhu celého termodynamického testu prezitelnosti spermii.
Soucasné byl presvédcive potvrzen vliv individuality plemenného byka jako vyznamny.

Zjisténi popisujici oba interagujici faktory naznacuji nutnost individualni
kryokonzervace kazdého ejakulatu, kterd potencidlné umoZzni udrZeni vyS$si oplozovaci
schopnosti rozmrazené inseminacni davky a tim také zajisténi vyssi efektivity jejich vyroby

zvySenim poctu produkovanych insemina¢nich davek.
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III. SROVNANI,NOVOSTI POSTUPU“

V metodice jsou uvedeny metody a vlastnimi vysledky vyzkumné ovérené metodické
postupy kryokonzervace ejakulatu bykid. Uvadéné informace jsou vysledkem vyzkumné
¢innosti autord a vysledkem systematického studia védecké literatury v oblasti metod

pouzivanych v reprodukci hospodaiskych zvirat.

IV. POPIS UPLATNENI METODIKY

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

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

pribézného vzdélavani a v pedagogické ¢innosti.

V. EKONOMICKE ASPEKTY

V zajmu kazdého producenta inseminaénich davek je minimalizace nakladd na vyrobu
umoznujici zvySeni konkurenceschopnosti podniku a dosazeni co nejvyssiho zisku. Kromé
genetické kvality plemennych bykt rozhoduje o tuspéchu producenti inseminaénich
davek také kvalita a mnozstvi vyrobenych inseminacnich davek. Hlavnim cilem je vyrobit
davky v pozadované kvalité, tedy s vysokou oplozovaci schopnosti. Reprodukce dojnic je
jednim z hlavnich ekonomickych problémi sou¢asného chovu nejen u nas, ale i ve svéte.

Ekonomicky pfinos potencialné umoznény realizaci navrhovanych doporuceni lze
spatrovat v optimalnim vyuziti ejakulatu bykda, 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 ptipafovani az po cca 900,- K¢ u kvalitnich provérenych
byka zlepsovateld. Udrzeni, resp. zvyseni oplozovaci schopnosti inseminacnich davek
potencialné¢ mutze predstavovat vyznamny ekonomicky piinos pro chovatele dojnic.
Zabtezavani dojnic dlouhodobé klesa a aktualn¢ se dostalo jiz pod hranici 40 %. Jalova
plemenice ve stad¢ piedstavuje financni ztratu, protoze dochazi k oddaleni jeji budouci

uzitkovosti pii soucasném poklesu uzitkovosti soucasné. Prodluzovani mezidobi prinasi
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zvysovani individualnich nakladi doprovazené snizovanim trzeb. Podle poslednich
ekonomickych analyz se jedna o ¢astku v rozpéti 60-70 K¢ za kazdy den mezidobi navic nad
ekonomicky optimalni hodnotu. Dalsi ptinos lze spatiovat v intenzivnéjsim prenosu genetické
informace do chovi, coz ve svém dusledku vede k celkovému zlepseni populace danych

plemen.
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