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ABSTRACT

The main objective of this study was the compariziiive bulls of Czech Fleckvieh. Insemination
doses were prepared by 3 different methods. Tihiggmination doses were used from each bull.
The first used method was the thawing of insemimatioses in water bath and the subsequent
5 min exposure to 0 °C, the second method washtheing of insemination dose in the warm palm
and the third one was standard preparation of imsgion doses. The sperm activity was evaluated
in 4 times tages (t = 0, t = 15 min, t = 30 mins 80 min). The obvious differencies in sperm
activity were observed for the tested bulls. Cosiclg differencies among tested methods were
observed as well.
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uvoD

Kvalitu plemenného byka nelze ¥idjen v plemenné hodnitale také v kvalit reproduknich
funkci, které limituji vyuZzitelnost i u plemetsky Sptkového samce. O genofond &pvych
plemeniki je obrovsky zajem a je tedy snahou, aby byli fitemenici maximaky vyuzivani
(VEZNIK et al., 2004). Inseminacidi reprodukni proces a je podminkou pro masovy rozvoj
kontroly dédi¢nosti. Zgtné umoiuje maximalni vyuZiti nejlépe prékenych plemennych byk
v piiparovani. Ri jejim rozsfeni Ize Gspsre realizovat Ggedni plemenigké programy v chovu
skotu a podstatn zkratit cestu k chovnému cili s moznosti akceleraelekniho programu.
K rozhodujici kvalitativni zrené ve vyuziti inseminace do$lo vSak teprve po&sspm vyvoji
metod kryokonzervace a dlouhodobého uchovasihioyspermatu v prosdi tekutého dusiku
a jejim zavedeni do Siroké praxe (PETELIKOVA et 41998). \EZNIK et al. (2004) k tomu
dodava, ze zakladem pro @Spy chov skotu je bezproblémové zvladnuti reprodukeajistni
obratu stada z vlastniho chovu. Trendem posleddatly je ustupovéani od zaji#ti inseminace
dodavatelskou formou od plemési@ych podnik. Jejich Ulohu v zetd&lském podniku febiraji
chovatelé, zootechnici, figemz k vykonavani dané€innosti musi mit HsluSné osédéeni.
Uspsdnost inseminace zavisi riads faktor, které gimo souvisi s odbornosti inseminého
technika: stanoveni optimalni doby pro insemindemgnice, pouziti kvalitni insemityai davky,
spravié provedeny insemiai Ukon a v neposledriic® spravna fiprava insemingni davky.
KLIMENT et al. (1989) zdraziuje, Ze v provozu insemitiaich stanic je nezbytné zajiaf
pravidelné kontroly kvality spermatu na vysoké aaligoUrovni, protoZze na ni je velka zavislost
Uspichu inseminace adtdéry chovatel k této biotechnické metédv reproduknim procesu
u hospod#skych zvfat. Zakladni vySéeni spermatu probiha bezprest® po jeho odbru
ejakulatu i po jeho rozmrazeni. Podle GARNERA (PR schopnost pohybu spermii jednou
z jejich nejunikatgjsich viastnosti. ¥ZNIK et al. (2004) dopiuje, Ze VtSina autol povaZuje
progresivni pohyb spermii za vyznamny ukazatel pdhad fertiliz&ni schopnosti semene.
Z hlediska funkniho je pohyb spermii nutnou podminkou jejicinpku do vajéné buiky. Proto
je pripravenost energie (ATP) vynou latkovou zakladni pisbou bunéné vybavenosti kazdé
spermie. VSechny faktory oviiwujici motilitu spermii, ovliviuji i vyménu latkovou a naopak.
Dulezitost progresivniho pohybu spermidiziiuje ve své publikaci i LOUDA et al. (2001), ktery
uvadi, ze gimy progresivni pohyb ved za hlawkou je jednim z nejvyznandj$ich ukazatél
oplozovaci schopnosti ejakulatu a je znakem &nhkinohodnotnosti spermii.

Cilem prace bylo vyhodnotit vliv individuality bykesfazeného do testace na aktivitu spermii po
rozmrazeni insemiai davky za pouzititiznych metod jeji fipravy a zjistit mozny negativni
dopad rkterych nestandardnich metotigravy inseminénich davek bzn¢ pouzivanych v praxi.
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MATERIAL A METODIKA

K analyze byly pouzity insemidai davky m@ti bykia ceského strakatého skotu. Jednalo se
0 nepro¥fené plemeniky, kié byli zarazeni do testmiho programu vroce 2006. Byci byli
umisgni na jedné insemirkai stanici. Plemenna hodnota aktualizovana v leg@il byki je
uvedena v tabulce 1. Od kazdého byka bylo hodno&nbluboce zmrazenych inseminéch
davek o objemu 0,25 cnPro experiment byly zvoleny 3 igoby fipravy inseminani davky.
Prvni byla zvolena metoda standardniho rozmrazesgniingni davky ve vodni lazni o teplot
38 °C. Doba rozmraZzeni byla podle technologickénmdu stanovena na 20 sekund, i kdgkteri
autdi uvadi ve svych publikacich Sir8asové rozgti. Nap. LOUDA et al. (2001) uvadi dobu
rozmrazeni mezi 12 — 25 vieami. Tato metoda byla povazovana za vycho#gap pro srovnani

s vysledky dalSich nestandardnich postpfipravy inseminénich davek. Po vyjmuti z lazrbyla
pejeta osuSena buitou vatou, byl ods$tzen zataveny konec a davka byla vioZzena do katetru
Nasledr byla pekryta plastovou krytkou, coz byla finalni Gpravavkly ped jejim naslednym
hodnocenim. Tato metoda byla naskegworovnana s metodami, které jsou vyuzivany v praxi
nékterymi inseminanimi techniky. Jedna sergrlevSim o zfisob rozmrazeni insemitrd davky

v sexené dlani. Na zaklad zkuSebniho testu byla stanovena doba k rozmradémky na
15 sekund. Po rozmrazeni se ditiszataveny konec a stejijako u gedchozi metody byla pejeta
vlozena do kovového katetru aepryta plastovou krytkou. Utdtiho zgisobu bylo pouZito
standardniho #jsobu rozmrazeni pejety ve vodni lazni o tepRR °C. Néasledhbyla inseminani
davka vlozena na do chladky, kde lezela 5 minutip teplo& 0 °C. Timto zmgisobem byla
simulovana situace, kdy je technikem v girnzmraZeno vice insemi¢r@ich davek satasrg, a nez
probshne vlastni inseminace, dojde k ochlazeni rozrmé@apejety.

Tab. 1: Diki selekni index pro reprodukci a plemenné hodnotaibf&den, 2011)

plemenna RPH - vlastni
i DSI-REP . RPH - plodnost dcer

piislusSnost plodnost byka

BYK A C81A19 108 113 107
BYKB C87A13 89 89 105
BYK C C78A22 102 105 107
BYK D C85A15 110 111 110
BYKE C100 96 99 105

Aktivita spermii byla posuzovana mikroskopickyi 200 — 300 nasobném &geni s vyuzitim
vyhievné destiky (teplota 39 °C + 1 °C). Motilita byla hodnocemady ze 3 zornych poli
a odhadem se stanovilo procentické zastoupeni #ippohybujicich se fmotarym pohybem
vpred za hlawikou. Posouzeni bylo provedeno ve vSetipgilech stejnym pracovnikem. Aktivita
byla hodnocena vétyfech ¢asech, aby bylo zji&ho, jak dlouho po rozmraZzeni bude zachovéana
piedepsana minimalni 30% aktivita spermii po roznmazBrvni hodnoceni préhlo ihned po
rozmrazeni davky a zasunuti do katettas(t). Druhé hodnoceni préhlo po 15 minutachcas
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ti5). Treti hodnoceni prailo véase 30 minut od rozmrazeniaé ;) a posledni hodnoceni
ejakulatu probhlo po jedné hodihod rozmrazenic@s to). Po dobuwekani na dalsi hodnoceni byly
katetry s inseminmimi davkami odloZeny v labordtopri teplo& 20 °C + 3 °C. Restoze tato
teplota neodpovidéa standardnimu testovani aktsggrmii, byla touto teplotou simulovana situace,
kdy technik ponecha lezet zawéds rozmrazenou insemifrd davkou delSi dobu ve stéji, kde se
teplota prosedi pohybuje okolo 20 °C. Davky jednotlivych liybyly otestovany zvolenymi
zpasoby gipravy inseminéni davky a jejich individuélni vysledky vzajethporovnany.

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci sttekiého baliku STATISTICA 9.0. s vyuzitim
jednofaktorové anovy. K geni pikaznosti mezi metodami byl pouzit Scheffeho test.

VYSLEDKY A DISKUZE

Pri pouziti standardni metody rozmrazeni pejety hwlsmse t = 0 zaznamenana nejvyssi aktivita
ubyka A 41,5 % + 13,8 %. Nejniz8i hodnotu vykazdwgk B 23,5 % + 6,3 %. Po 15 min byla
byka B, a to v prméru 18,5 % + 5,8 %. Stejnjako u gedchoziho réfeni byla i veéase t = 30
zaznamenana nejvyssi aktivita u byka D 47,0 % 96,4 nejnizSi u byka B 20,5 % + 7,2 %. Po
1 hodiré od rozmrazeni vzotkvykazoval nejvySsi motilitu @ byk D a to dokonce v pméru
56,5 % * 3,4 %. Nejniz§i hodnota byla ngema u byka B 20,5 % + 6,4 %. Z vyslédk patrné, Ze
nejvyssi aktivitu u této metodytipravy inseminéni davky vykazoval byk D, a to ve vSech

pii pouziti standardni metody je graficky vyfédo v grafu 1.

. Standardni metoda - rozdily mezi byky
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Graf.1: Rozdily aktivit mezi jednotlivymi byky arsfardni metody rozmrazeni
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Metoda rozmrazeni v dlani vykazalacase t = O nejvySSi procento motilnich spermii uabyk
A 28,5 % + 11,3 % a nejnizsi hodnotu u byka C 24,% 4,4 %. Po 15 minutach se jako nejlepsi
ukazal vzorek spermatu od byka E 27,0 % + 6,3 %hdisi aktivita byla zaznamenana u byka
C 13,0 % + 4,2 %. \Gase t = 30 min byl nejlepSim bykem vyhodnocen byk Btimérnou
aktivitou 28,0 % + 8,6 %. NejhorSijpnérné aktivity véase t = 30 dosahl byk C 14,0 % + 4,6 %.
Po hodinovém rteni vykazoval nejlepsi motilitu spermii byk E 340+ 6,1 %. Nejhorsi pak byli
byci C a A, ktéi meli shodreé v praiméru 16,5 % + 6,7 %. Z grafického vyjéhi vysledk (Graf. 2)
vypliva, Ze nejhorsi aktivitu spermifipnetodt rozmrazeni v dlani vykazoval byk C, a to ve vSech
métenych¢asech. NejlepSiho vysledku u tohotdigpbu fipravy inseminéni davky doséhl byk E.

I\éloetoda rozmraZeni v dlani - rozdily mezi byky
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Graf. 2: Rozdily aktivit mezi jednotlivymi byk§ pouZziti metody rozmrazeni v dlani

Tieti metoda, ktera spivala v uloZeni standardrrozmrazené davky na 5 min do chlaghyi

o teplo 0 °C, zaznamenala nejlepsi vysledky u byka D ykegkazal ve vSech #sienychcasech
nejvysSi piimérnou aktivitu, a to wase t = 0 36,5 % + 4,1 %,dase t = 15 min 37,5 % + 5,9 %,
v ¢ase t =30 min 36,0 % £ 5,2 % &ase t = 60 min @imérnou hodnotu 41,5 % + 10,3 %. Naopak
v ¢ase t = 15 min 20,0 % + 5,8 %gase t = 30 min hodnotu 23,0 % + 6,7 % &se t = 60 min
pramérnou hodnotu 28,0 % + 7,1 %. Grafické vyjédi vysledk je zaznamenano v grafu 3.

745



(0}
MENDELNET 2011 (2]

0Metoda 5 min v lednici - rozdily mezi byky
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Graf. 3: Rozdily aktivit mezi jednotlivymi byk§ pouziti 5 min ponechanii0 °C

Graf 4 znazatuje rozdily mezi vSemi pouzitymi metodami. Nejvicleybnou metodou ifpravy
insemin&ni davky se ukazala byt metoda rozmrazeni pejetgiie pisobicim v setené dlani, kde
aktivita spermii po rozmrazeni nedosahovala anagované hranice 30 %. Vysledky standardniho
zpisobu rozmrazeni insemifrd davky a vysledky metody 5 min ulozeni davky ddnice jsou
srovnatelné, avSak standardni metoda ji ve vSethmjch¢asech miré prevySuje.

Vzajemné srovnani pouZitych metol
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Graf. 4: Srovnani rozdilnych aktivit v zavislosti pouzité metat
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Vyrazre rozdilnych vysledik dosahl MUNO et al. (2009), ktery ve svém experimentu pouZil
sperma Asturiana de los Valles liykteré pak bylo inkubovanoripteplot 37 -C. Tyto vzorky
nasled® analyzoval, v¢ase Oh a 2h, pomoci systému CASA. Zatimcoerstvého ejakulatu
dosahovala matilita v gmeéru 95 % + 4,4 %, u rozmrazeného poklesla na 788 26,7 % a po

2 hod inkubace se j&Stdale snizila na 76,9 % + 16,7 %. BALLESTER et(2D07) se rovéz
zabyval aktivitou spermii po rozmrazeni. Ve svécppbuzival sperma bykSwedish red. Pejety
byly rozmrazeny ve vodni 1azni o tepld®5 -C po dobu 12 s. Sperma bylo analyzovano ihned po
rozmrazeni a nasledipo 30 minutové inkubaciip38 -C. BALLESTER et al. (2007) zjistil ¢ase

t = 0 min hodnotu motilnich spermii po rozmraze@j54% + 13,9 %. Po 30 minutové inkubaci
zaznamenali nést aktivnich spermii na hodnotu 60,2 % + 14,9 %pdEiment zaloZzeny na
riznych zgisobech rozmrazeni inseméma davky proved| také CONTRI et al. (2010). Inseaiim
davky byki Swiss Brown rozmrazoval standardni metodou rozemiagouzivanou v Italii (10 min
pii 37 °C), déle pouzil k rozmrazeni davky teplotu 7 po dobu 1 min, a jakdeti zpisob
rozmrazoval 5 sekundfipteplo 70 °C. Ri standardni metadrozmrazeni nagiil pramérnou
hodnotu spermii s progresivnim pohybem 48,1 % +%.8J druhé metody zaznamenal hodnotu
progresivniho pohybu 45,0 % + 5,0 %.i6tf metody zaznamenal hodnotu 45,5 % + 8,1 %.

ZAVER

Cilem tohoto experimentu bylo nejen porovnat mniotiliejakuldtu po tznych zpisobech
rozmrazeni, ale také vzjemporovnat pouzité metodyipravy inseminéni davky a ufit jejich
pouzitelnost v praxi. i srovnavani jednotlivych byk kde byla zohledma individualita zviete
vykéazal nejlepsi vysledky byk D, ktery se ukazébjaejlepsi ve 2 zeg¢ch metod. Tento byk méa

vysledky zaznamenany u byka E, ktery ziskal v laetkdi¢nosti DSI-REP 96. Velmi nizka
aktivita byla zaznamenana u byka C, ktery ziskal-BBP 102. U metody 5 min ponechani pejet
ziskal v kontrole &di¢nosti DSI-REP 108. Vysledky prokazaly vysoce staty prikazny rozdil
mezi jednotlivymi byky. Zji&né vysledky také prokazaly vysoce statistick§gazny rozdil mezi
metodou rozmrazeni v dlani a zbyvajicimi pouzitymétodami. Na zakladtéchto vysledk
mizZeme konstatovat, Zze k rozmrazovani insetmfeh davek je vhodné pouzit pouze standardni
piedepsanou metoduipravy insemin&ni davky ve vodni lazni o teptoB88 °C. Vzhledem k tomu,
Ze 5 min ponechani davek v chladu vykameovlivnilo aktivitu ve srovnani se standardni odeiu

a nebyl mezi vysledkythto dvou metod prokazén statistickyiazny rozdil, je prawpodobné,
7e by se dala pejeta pouzit po delSi dau rozmrazeni i i nepiznivych klimatickych
podminkéach, se kterymi se inseminatdrzexasto setkat.
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