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Moderni kryoprotektory vyuzivané pri konzervaci
spermatu u beranii plemene valasska ovce

Souhrn

Bakalafska prace byla zaméfena na téma Moderni kryoprotektory vyuzivané pfi
konzervaci spermatu u beranti plemene valasska ovce. Cilem bakalaiské prace bylo popsat
vyuziti modernich kryoprotektorti pii konzervaci semene a navrzeni postupll pro optimalizaci
vyroby inseminac¢nich davek, popt. zlepSeni GispéSnosti pii nasledné inseminaci.

Vala$ska ovce je ptivodni ¢eské hrubovinné plemeno s trojstrannou uzitkovosti (maso,
vlna, mléko). Od roku 1999 je valasska ovce soucasti genetickych zdroji Ceské republiky.
Proto je nezbytné pro zachranny program ochrany tohoto plemene vytvofit dostatecny reservoar
insemina¢nich davek od geneticky cennych jedinct v populaci.

Umeél4 inseminace je nejprogresivnéj$i metodou pro moderni chov ovci. Inseminaci lze
provést cerstvym, chlazenym nebo mraZzenym spermatem. Jedinou moznosti pro dlouhodobé
uchovani inseminac¢nich davek je zmrazeni spermii pomoci kapalného dusiku. Kryokonzervace
plemene. I kdyz se dnes pfili§ nepouziva, piredevSim kvili nizké kvalit€¢ zmraZzeného a
rozmrazené¢ho beraniho spermatu. Dlivodem je, Ze nejsou dostate¢né ovéfena fedidla pro malé
ptezvykavce. Proto je dilezité vytvaiet modifikace stavajicich fedidel, které zlepSuji parametry
zejména dlouhodobé konzervovanych davek.

Redidla pouzivana k fedéni spermatu malych pfezvykavct byla vyvinuta k ochrang a
udrzeni spermatu béhem zpracovani a skladovani. Kryoprotektory, které se ptidavaji do
fedictho média, aby chranily buiku pfed kryo-poSkozenim, se d€li na intraceluldrni a
extracelularni kryoprotektory. Nej€astéji pouzivanym intracelularnim kryoprotektantem je
glycerol. V této praci budou dale zminény také amidy, dimethylsulfoxid a extraceluldrni
kryoprotektanty jako je vajecny Zloutek, cukry, antioxidanty a vitaminy, antifreeze proteiny.

Na konci této prace byla pfipravena koordinovana tabulka s modernimi kryoprotektory a
navrzeny nejlepsi kryoprotektory. Nejlepsi kryoprotektory, ktery byly navrzeny pro valasské
berany jsou nasledujici: glycerol dale thehaloza a vajecny Zloutek. V ramci kryokonzervac¢niho
programu by méli byt dale ovéteny a nasledné testovany u valasskych ovei.

Bakalafska prace miize byt piinosem pro chovatele vala$skych ovci, ktefi chtéji ziskat
aktualni infomace o kryoprotektorech pouzivanych pii konzervaci spermatu.

Klicova slova: genova rezerva, inseminace ovci, pratokova cytometrie, CASA, fedidlo



Moderm cryoprotectors used for the ram semen
presevation in Wallachian sheep

Summary

The bachelor thesis was focoused on the topics of moderm cryoprotectants used in the
preservation of sperm in rams of the Wallachian sheep breed. The aim of the bachelor thesis
was to describe the use of moderm cryoprotectants in seed preservation and design procedures
for optimizing the production of insemination doses, or improving success in subsequent
insemination.

Wallachian sheep is an original Czech coarse wool breed with three-sided performance
(meat, wool, milk). Since 1999 Wallachian sheep belongs to the genetic reserves of the Czech
Republic. Therefore, it is essential to develop a conservation program for this breed.

Artificial insemination is the most progressive method for modern sheep breeding.
Insemination can be performed with fresh, chilled or frozen semen. Sperm freezing with the
use of the liquid nitrogen is the only option for the long-term preservation of insemination
doses. Cryopreservation of ram sperm is the most important procedures in the development of
Wallachian breed conservation program. Although it's not used as much these days, mainly due
to the low quality of frozen and thawed lamb sperm. This is because diluents for small
ruminants are not well tested. Therefore, its important to create a modification of existing
diluents, which especially improve the parameters of long-term preserved doses.

Diluents used to dilute small ruminant semen have been developed to protect and maintain
sperm during processing and storage. Cryoprotectors, which are added to the dilution medium
to protect the cell from cryo-damage, are divided into intracellular and extracellular
cryoprotectants. The most commonly used intracellular cryoprotectant is glycerol. Amides,
dimethyl sulfoxide and extracellular cryoprotectants such as egg yolk, sugars, antioxidants,
vitamins, antifreeze-proteins will also be mentioned in this work.

At the end of this work, a coordinated table with modern cryoprotectors was prepared and
the best cryoprotectors were designed. The best cryoprotectors that have been designed for the
Wallachian ram are as follows: glycerol, thehalose and egg yolk. As part of the cryopreservation
program, they should be further verified and subsequently tested in Wallachian sheep.

The bachelor thesis can be a benefit for Wallachian sheep breeders who wants to get
current infomation about cryoprotectors used in sperm conservation.

Keywords: gene reserve, insemination of sheep, flow cytometry, CASA, thinner



I U7 Y T 8
2 {1+ - Vol TN 9
N I =T = T 0TI o =Y ] =T N 10
3.1 Charakteristika plemene........cccivieeuiiiiiiiiinnniiiiniinenniiensse. 10
3.2 Strucny historicky vyvoj plemene.........cccccccveeiiiiiiinnniiiininnenniinnnnn. 11
3.3  Program uchovani genovych rezerv .......cccccceeeiiiiiinnniiiininnnnnnsiinninennne, 11
3.4  MIECNA UZILKOVOSE......coiiirenneiiiiiiiiinniiiniiiiennniiininsessessssnnnessssssssnnensssssssnnns 12
2R T V| 1 T S 12
S T |/ - 1= L 13
3.7  INSEMINACE OVCi cieveereiiiirernnnsiiniinennessesnninensssssssnisessssssssssnmensssssssssssnssssssssans 13
3.7.1  Vybér a pfiprava ovci Na iNSEMINACH .......evvveiiieiieiieeieeiiee e 14
3.7.2 INtravaginalni iNSEMINACE .....uviiiiiieieee e 14
3.73 Cervikalni iNSEMINACE oo 15
3.7.4 Laparoskopickd iNSEMINACE ......ceeeiiieeeeee e e e e 16
R Y « =T o o - 17
3.8.1 ] o 1=] 1 1 1= TP PP PPPPTPRN 17
3.8.2 SEMENNA PlAZMA ..iiiiiiiiiiiiieie e e e e 17
3.8.3 PoZadavky na Cerstvy berani ejakuldt ..o 18
3.84 Faktory ovliviujici parametry spermatu.......ccccccviiiiiieiieee s 19
3.8.4.1 LYY e ] 0] s o 1] ARSI 19
3.8.4.2 VBK ereieetie ettt ettt e et e s e ettt e et e e ate e e nte e e ate e e nteeenaeearreeennreaans 19
3.8.4.3 ZAraVOTNT STAV .eveieceiieeciee e cee e ee et e st e e stee e st e e s aee e e e e e e ae e e sreeeenaeeans 19
3.8.4.4 TEIESNEA KONAICE. ..ttt e e e e e e e 20
3.8.4.5 [T To [T oo 13 PSR 20

3.9 Rozdil mezi umélou vaginou a elektroejakulaci.....cccccccoerrrernnniiiiiiiennneiinnnns 20
3.10 HodnoCeNi SPErmMatu .....ccceueiiiiiiiienuniiiiiiiennniiiiiiiemsssisiimrenssssssmmesssssssnnns 21
3.10.1 Makroskopické hodnoceni spermatu.......ccccceeeeeeeeeeeeiiiiiiccccccereeeeeeee, 21
3.10.2 Mikroskopické hodnoceni spermatu........cccceeeeeeeieeeiiiiieieccccceeeeeeeee, 22
3.10.3 Tepelny test prezitelNosti. .. 22
3.10.4 CASA (Computer assisted sperm analysis) .....cccccecevuereeeeecinieeeeeeciireeeeenn. 23
3.10.5 Hodnoceni spermatu pomoci priitokové cytometrie.........ccccceeeeeeuvvenennnn. 24
3.10.5.1 Pratokova cytometrie @ jeji PrinCip ....cccceeeeeccieeeeeeciieee e 24
3.10.6  Flurescencni Mmikroskopi€.......ccoooe et 25

3.11 Kratkodoba konzervace beraniho spermatu........ccccceeeiiiiirenenciiiniinnnneniinnnn 26



% 0 R - =Y 1< | OSSR 26

3.11.2  Stanoveni StupPNé FEAENT ........uuuuiiiiiiiiieeeeee e 26
3.11.3  ZPpracoVani SPEIrMatU.......cccccccciiiiiiiiiiiieeee e e e e e e e e eeeceeccrarrrrrerreeeeeeaaaeeeeeeenns 27
3.12 Dlouhodoba konzervace beraniho spermatu........cccccceeeiiiiinennniiinninennnninnn 27
3.12.1  PINENi dO PEJEL/PEICT .ot 27
3.12.2  ZPracoVani SPEIrMAatU.......cccccccciiiiiiiiiiiieeeeeeee e e e e e eeseeccrrrrrraerreeeeeaaaaaeeeesenns 28
3.13 Redidla @ Jejich SIOZENI ...ccueeueereererreereereeeerrseeeesseesesseeseessesseessesssessessaessens 29
3.13.1 Komercné dostupné extendery spermatu pro beranni spermie.............. 29
3.14  KryoproteKtrory .....cccccciiiiiiemueiiiiiiinnnnniiiiiinemmseiiiiiimesmiiimesssimmesssns 30
3.14.1 Intraceluldrni kryoprotektiva ........ccccceeeeeeiiiiiiii e, 30
3.14.1.1 LG Y/ 1T o | SRR 30
3.14.1.2 7AYo o 1T 1Y S UESUUR P 31
3.14.1.3 DIMeEthylSUIfOXid......ceiviiiiieeeeeee e e e 31
3.14.2 Extracelularni kKryoprotektiva........cocceeeeeeiieeiii e 31
3.14.2.1 Vajecny Zloutek, SOJOVY lCIHIN ....ccccviiee et 32
3.14.2.2 (06 13 Yo L= o T3 0 4] 1=1 (o LRSS 32
3.14.2.3 L OTT ] V2RSS 32
3.14.2.4 PN o > d T =1 oY YA EESURR S 33
3.14.2.5 AMINOKYSEIINY ..eiiiiiiiiece e e 34
B3.14.2.6  VIAMINY.etiiiiiiiiiee ettt e e ettt e e e e et e e e e e et b e e e e e traeeeeenaaeeans 34
3.14.2.7 Antifreeze Proteiny (AFP) ... e e 35
3.14.2.8 Syntetické inhibitory ledovych krystalQ............ccoooeciiiiiiiiiiiieecceee e, 36

3.14.3 Moderni kryoprotektory a fertilizacni schopnost kryokonzervovanych spermii 37

V- 39
SeZNAM lIEEratUry ....cccvvuuuiiiiiiiiiiiiiiiicnrrrsee e sssee s s reessasssssssssssnessasssssssssssnees 40
SEZNAM OBIAZKE ...evvviiiiieriiiiiiiiiiisiineire st see s sses e s e sane s sesssasessessanessessansssssssasassassanes 50
Seznam tabulek.........ccooviiiiiiiiiiiiii 51



1 Uvod

Ovce byly domestikovany pied vice nez 10 000 let a stale se t€ssi velké oblibé po celém
svété. Diky jejich chovu mize ¢lovek vyuzivat jejich produkty, jako je naptiklad maso, mléko,
vlna, nebo kiize. Pro na§i zemi jsou typicka 2 plemena Sumavskd ovce a Valasskd ovce.
ValaSska ovce je hruboviné plemeno s trojstrannou uzitkovosti, kterd je na nasem Uzemi
chovana jiz od 14 stoleti a byla zafazena do genovych zdrojii Ceské republiky.

V chovech ovci se vyuziva spiSe pfirozend plemenitba a uméla inseminace v tomto
odvétvi neni dostatecné optimalizovdna. Nejvétsi prostor pro zdokonalovani je ziejmé
v konzervaci spermatu, a proto je dilezité pouzivat kvalitni fedidla a kryoprotektory, které
chrani buniky pted poSkozenim. NejcastejSim kryoprotektorem, ktery se pouziva je glycerol.



2 Cil prace

Dtlezitym bodem zéichranného programu ptivodnich valasskych ovei je vytvofeni
dostatecného reservoaru kvalitnich inseminac¢nich davek dlouhodobé uchovavanych v tekutém
dusiku. Obecné je znamo, ze sperma u malych pfezvykaveli ma nizkou toleranci vuci
konzervaci. Proto vSechny informace, které¢ vedou ke zlepseni kryokonzervace, jsou dualezité
s ohledem na zachranu ptivodniho ¢eského plemene ovci. Cilem bakalatské prace je soupis
aktualnich poznatkl tématicky zamétenych na vyuziti modernich kryoprotektort pti konzervaci
semene. Dal$im cilem bakalaiské prace bude navrzeni moznych postupii pro optimalizaci
vyroby inseminac¢nich davek, popt. zlepSeni GispéSnosti pii nasledné inseminaci.



3 Literarni prehled
3.1 Charakteristika plemene

Valasské ovce je ptivodni ¢eské hrubovinné plemeno s trojstrannou uzitkovosti (maso,
vlna, mléko), pfizptisobené horskym podminkdm a salasnickému zptsobu chovu. Plemeno je
zafazeno do genovych zdrojii ohrozenych druhi zvifat v CR. Radi se do skupiny capovych ovci
chovanych v oblasti karpat a na Balkdn¢ (Hordk et.al 2012). Plemeno je mensiho az stfedniho
télesného rdmce charakteristické vybornou chodivosti, konstituéni pevnosti a pastevni
schopnosti (Milerski, 2016). Vyznacuje se dlouhovékosti, nenarocnosti a ptizplisobivosti
k extrémnim klimatickym podminkdm. Horak et al. (2012) uvadéji zivou hmotnost beranti 45-
55 kg, u bahnic 35-40 kg. Hlava je klinovitd, u beranti mirn¢ klabonosa, v cele uzka (Hordk &
Treznerova, 2010). Usi jsou pomérné kratké, rohatost se vyskytuje u obou pohlavi, rohy jsou
Sroubovité, ptimé nebo lyrovitého tvaru. Krk ma valaska delsi, hrud’ uzkou a mirn¢ klenutou,
hibet rovny a uzky, zad’ je mirn¢ sraZzena a panev Sirokéd (Hordk et.al 2012). Koncetiny jsou
suché s pravidelnym postojem, sttedné dlouhé s pevnou spénkou, pevné paznehty (Hordk &
Treznerova, 2010). SmiSend hrubé vlna s charakterem splyvavosti. Charakteristickym znakem
je rouno s kratkou a jemnou podsadou s hrubymi a dlouhymi pesiky. Pesiky jsou mélo pruzné
a hrubé. Primér nejhrubsich pesikii dosahuje az 150 um (sortiment F). Podsada je velmi jemna
10-30 um. Pesiky spolu s podsadou tvofi charakteristické, mirn¢ zvlnéné praminky, které
dosahuji pfi jedné stiizi roén€ délky 30-40 cm. Rouno je splyvavé (Milerski, 2016). ValaSské
ovce maji nejednotné zbarveni. V minulosti se vyskytovali ¢erné a pigmentované, v soucasnosti
pfevazuje bilé zbarveni, strakaté, Sedé a ojedinéle ¢erné (Hordk et.al 2012). Valaska se tadi
mezi pozdni plemena s vyraznou sezonni pohlavni aktivitou. Jehnice se poprvé zapousti ve
véku 16.-18. mésici, a to v dob&, kdy dosdhne minimalni hmotnosti 32 kg. Plodnost na
obahnénou bahnici se pohybuje v rozmezi 130-160 % s primérem kolem 150 %. Produkce
mléka za laktaci je uvadéna v rozmezi od 60 do 130 litri (Hordk & Treznerova, 2010).
V nasledujici tabulce je uvedeny chovny cil valasské ovce dle Milerski, 2016.

Tabulka 1 Chovny cil valasskeé ovce (Milerski, 2016)

Plodnost |Odchov Zivd hmotnost vkg|Vék vmésicich pro|Zivd hmot. vkg pro
na obahn. |do 14 dni |jehnatve 100 dnech |zarazenido plemen. |zarazenido plemen.
% % beranci |jehnicky |berani Jehnice berani |jehnice
150 140 22 20 10-12 10-12 38 33
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3.2 Struény historicky vyvoj plemene

Valasské ovce se na uzemi CR dostaly v 14. stoleti spolu s valasskou kolonizaci Karpat.
Béhem 15.-16. stoleti se rozsitily do Beskyd a Slezska. Postup Valachll na zdpad ustal. Posun
valasského chovu za pravy bieh feky Moravy probehl v 18. stoleti zaloZzenim nékolika salasi
v Chtibech. Na prelomu 40-50. let minulého stoleti zacal proces zuslecht'ovani valasskych ovci.
Tento proces byl ukoncen v roce 1982 uznanim plemene zuslechténa valaska na Slovensku
(Milerski, 2016). V roce 2010 byl uznan prvni Slechtitelsky chov pivodni valasky u Ing. Jana
Vejcika v Dlouhé Stropnici v dobé uznévani bylo 104 Cistokrevnych bahnic ve stadé (Horak
et.al 2012). Na obrazku ¢.1 mlizeme vidéet berana valasské ovce (osobni archiv).

3.3 Program uchovani genovych rezerv

Program ochrany genofondu pivodnich plemen se datuje od roku 1994. Zajemci o chov
plemen zatazenych do Néarodniho programu musi dodrzet rlizna kritéria jako je technologie,
ustdjeni a vyziva musi odpovidat pozadavkiim na plnou realizaci a manifestaci genofondu.
Tento program je dotovan statem. Do narodniho programu jsou zahrnuta plemena skotu, koz,
ovci, koni, prasat, dritbeze a kralikti. Mezi plemena ovci patii Sumavka a valaska (Némecek,
n.d.). V roce 1999 byla valasska ovce zafazena do programu genovych rezerv Ceské republiky.
Dtvody uchovani valasskych ovci jsou zejména jejich jedineCny ptvod a vlastnosti. Svaz
chovatelt ovci a koz v Ceské republice SCHOK je povéfen vést plemené knihy a centralni
databazy (Milerski, 2016). Zvitata, které¢ chceme zaevidovat jako geneticky zdroj je potieba
pfihliZzet zejména na odpovidajici exteriér a k jejich vzdjemné piibuznosti. Pro uchovani se
pouziva kryokonzervace. Cil je uchovani cca 1000-1500 inseminaénich dévek a 100-150
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zmrazenych zarodkl. Tyto udaje davaji velkou pravdépodobnost obnoveni chovu vala$skych
ovci 1 v ptipradé jejiho uplného zéniku (Milerski, 2016). V tabulce €. 2 je uveden vyvoj
pocetnych stavi genetickych zdrojti valasské ovce.

Tabulka 2 Vyvoj pocetnych stavit populace genetického zdroje valasskych ovci (Nemecek, 2020).

Rok 2007 | 2009 | 2011 | 2013 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020

Pocet zvitat | 218 | 301 493 | 564 803 900 978 988 | 1059 | 952

Pocet chovii | 17 21 32 30 50 53 51 50 51 52

3.4 Mlé¢na uzitkovost

Ov¢i mléko je jednou z funkéné aktivnich mléénych potravin a je povazovano za vyzivovy
zdroj (Mohapatra et al., 2019). Mléko se sklada z vody a suSiny. Hlavnimi slozkami suSiny jsou
bilkoviny, minerélni latky, mlécny tuk a laktoza. Obsahuje také vitaminy a enzymy. Ov¢i mléko
v porovndni s mlékem kravskym ma dvojnasobny obsah tuku a vy$si obsah bilkovin asi o 75
%, nepatrné vyssi obsah minerdlnich latek a pfiblizné stejny obsah laktézy (Ondruch, n.d.).
Dojivost ovci je ovlivnéna fadou faktord (vyZziva, plemeno, zdravotni stav atd.). Chut’ ov¢iho
mléka je lehce nasladla, oproti kravskému mléku je charakteristicky bohats$i a krémovéjsi
(Horéak et.al 2012). Hordk & Treznerova (2010) udavaji produkci mléka valasské ovce 60-130
litrdi za laktaci (vyuziti mléka i k vyrob¢ syrti). Obvykla laktace trva 200 dni. Raynal-Ljutovac
et al. (2008) uvadégji slozeni ovéiho mléka, které je prezentovano v tabulce €. 3.

Tabulka 3 Slozeni ovctho mléka (Raynal-Ljutovac et al. 2008)

Celkovy
pgg;;};h Tuky (%) B‘“(‘%my Kasein (%) | Laktéza (%)
Ttek (%)
Primer 18,1 6,82 5,59 423 4,88
Min. 14.4 3.60 475 372 411
Max. 207 9.97 7.20 501 5.51

3.5 Vina

Vlna je textilni surovina se specifickymi vlastnostmi (Horak et.al 2012). Kvalita viny se
vyhodnocuje rutinnim hodnocenim, které zahrnuji sttedni primér vlakna, zakladni vlastnosti,
variaéni koeficient, faktor pohodli, jemnost odstfedéni, charakteristiku stfize, jemnost,
zaktiveni vldken a Cisty vytazek rouna (Holman & Malau-Aduli, 2012). Ov¢i vina je vysledkem
uréitych biochemickych procecti ovlivnénych genetickymi faktory a stravou, ktera se odrazi
v rustu viny, mnozstvi a kvalit€ potravy (Erlac et al., n.d.). Patkowska-Sokota et al., (2009)
analyzoval chemické sloZeni ovéi viny od ovci z Polska, Syrie a Recka. Slozeni ovéi viny bylo
nasledujici. Mikroprvky: Al, Ba, Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Sr, Ti, Zn, a tézké kovy: As, Cd, Hg,
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Pb.Makroprvky: Ca, P, Na, K, Mg, S. Valasské ovce se fadi mezi hrubovinna plemena. Vlna
dosahuje délky 20 cm a je splyvavého charakteru s vysokym podilem mrtvych vlast. Vlna ovci
se Casto pouziva jako izola¢ni material (Hordk & Treznerova, 2010). Roéni stfiz potni viny
beranti je 2,0-3,0 kg, bahnic 1,5-2,0 kg. Horak et.al (2012) uvadi vytéznost viny 65 az 70 %.

3.6 Maso

Ov¢i maso se fadi k celosvétove dualezité komodite. SloZzeni masa a nutri¢ni hodnoty jsou
bohaté na vitaminy, esencialni polynenasycenych mastnych kyselin a minerald (Ponnampalam
et al., 2016) Jehnéci maso je povazovéano za dobie stravitelné, vyzivné, dietické a pomérné
bohaté na bilkoviny. Maso ovci se vyznacuje vysokou vldknitosti, kiehkosti a $tavnatosti.
Zbarveni ov¢iho masa se méni od rlizové az po syté Cervené. Barva masa zavisi na véku jedince
pfi porazce a na vyzive. OvEi a jehnéci maso je charakteristické svoji viini a chuti (Horak et.al
2012). Existuje mnoho faktord ovliviiyjicich kvalitu masa. Tyto faktory mizeme rozdélit na
vnitini (v€k, plemeno, pohlavi, geny atd.) a na vnéjsi (pocasi, vyZziva, postupy pii pordzce atd.).
Jednu z nejhlavnéjSich roli zde ma vyziva (de Lima Junior et al., 2016) Horak et al. (2012)
uvadi denni pfirGstek v odchovu 180-220 g. Cena ov¢iho masa se v roce 2019 se pohybuje
okolo 45 K¢ za kg v pfipad¢ jatecnych jehnat. U jatecnych ovci je cena vyrazné nizsi, 15 K¢ za
kg (Bucek Pavel & Skaryd, 2020). Ceny jehiiat a ovci viz tabulka &.4.

Tabulka 4 Ceny jehnat a ovci ve trideé A (Kc/kg z.hm) (Bucek et al. 2019)

Rok 2011 {2012 | 2013 |2014 |2015 |2016 |2017 |2018 |2019
Jate¢n4 jehnata 43 46 47 48 45 46 47 45 45
JateCné ovce 16 17 17 18 18 17 18 17 15

3.7 Inseminace ovci

V chovu ovci se vyuzivaji dvé metody inseminace uméla a pfirozend (Bancheva et al.,
2021). Uméla inseminace je nejprogresivnéj$i metodou plemenitby. Hordk et.al (2012) uvadi,
Ze pii pfirozené plemenitbé miZe beran pfipustit 50-80 bahnic ro¢né. Pfi umél¢é inseminaci je
mozn¢ inseminovat 500-600 ovci (Horék et.al 2012).

Zakladnim postupem pro vyvoj programu pii konzervaci spermatu je um¢la inseminace.
Um¢la inseminace se provadi spiSe v zahrani¢i, kde je dosaZzeno lepSich poznatkli v tomto
oboru. U nas se um¢la inseminace v chovu ovci bézné neprovadi kvili specifickym problémim,
které jsou vétSinou spojeny se snizenim poctem chovanych ovci a koz, nedostate¢nou
synchronizaci fije, obtiznou detekci doby ovulace ve velkych stadech a s technikou aplikace
spermatu (Alvarez et al., 2019). Odbér semene se provadi pomoci umélé vaginy. Odebrané
sperma se posuzuje makroskopicky i mikroskopicky (Hordk et.al 2012). Objem insemindtu a
pocet pohyblivych spermii se 1i88i v zdvislosti na druhu umeélé inseminace (vaginalni,
cervikdlni, transcervikalni intrauterinni, laparoskopické intrauterinni) a v jakém stavu je
uchovano sperma (Cerstvé, tekuté, zmrazené) (Macias et al., 2020). Pii umélé inseminaci u
malych pfezvykavci se nejcastéji pouziva Cerstvé sperma, jelikoz zmrazené sperma ma obvykle
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je pomoc pfi zachovani genetické rozmanitosti ptivodnich plemen a druhti (Lv et al., 2019).

3.7.1 Vybér a priprava ovci na inseminaci

Reprodukéni cyklus u ovei a beranli je mozno rozdé€lit na obdobi pohlavniho klidu —
anestru, ktery je ovliviiovan ro¢nim obdobim. Berani jsou plodni cely rok, maji celoro¢ni
spermiogenezi. V prubehu roku se vSak méni mnozstvi a kvalita semene. Na podzim je semeno
berani nejkvalitnéjsi, coz se musi respektovat pfi inseminaci zmrazenym spermatem (Horak,
1999). Tvorba spermatu beranii trva 6-8 tydntl, proto je nezbytné pted touto dobou ukoncit
ptipravu beranl na ptipousténi. Berani se kontroluji a oSetiuji se jim paznehty. Hordk, (2012)
uvadi, ze kondice by se méla pohybovat okolo 4 bodl. Pro inseminaci se mtiZzou pouZzivat pouze
zdravi a plemendisky hodnotni berani. Plemenarské vlastnosti maji byt podstatné lepsi nez
stado ovci, do které¢ho byli ptidéleni. Mladi berani se zafazuji do um¢lé inseminace az tehdy,
kdyz jsou znamé vlastnosti jejich potomstva a vysledky plodnosti. Pohlavni aktivitu a vlastnosti
ejakulatu mize do zna¢né miry ovliviiovat venkovni prostiedi, hlavné soubor vyzivovych a
meteorologickych faktort. (Gamcik, Kozumplik a kol., 1984).

Ovce se fadi mezi polyestricka zvifata s riznorodou pohlavni sezénnosti. Jejich pohlavni
cyklus je ovliviiovan délkou svételného dne, vyzivou a plemenem. V naSich podminkach fije u
ovci nastupuje kolem 60—120 dne po letnim slunovratu. Rije u ovei trva zpravidla 2048 hodin.
K ovulaci u ovci vétsinou dochazi 24 az 36 hodin po fiji a pfi némz se uvolni 1-4 vaji¢ka. Rije
se opakuje za 16-23 dnd, jestlize samice nezabiezne (Rysova Lucie, 2017). Ovce by méli byt
v dobé piipousténi idedlné v kondici 3 body. Detekce ovei prubifi. Prubit je beran, ktery
vyhledava fiji ve stdd¢ nejCastéji se pouzivaji vazektomovany berani, tj. beran, ktery ma
preruSené chamovody (Horék et.al 2012). Také se vyuziva beranniho efektu, kterému by méla
byt bahnice vystaveny 14 dni pied zacatkem pfipousténi. Berani produkuji feromony, které
spoustéji sexudlni aktivitu bahnic. Pro zvoleni spravné doby umélé inseminace se hodnoti barva
posevniho hlenu a stav délozniho kr¢ku. Nejoptimalnéjsi je doba, kdy hlen poSevni vytéka Ciry,
nebo mirné zakaleny a délozni kréek je otevien. (Stanck, 2009).

3.7.2 Intravaginalni inseminace

Intravaginalni inseminaci je mozné provadét s Cerstvym, nebo chlazenym spermatem neni
vhodné pouziti mrazeného spermatu (Faigl a kol., 2011). Pfi této metod¢ se inseminacni davka
vpravuje do horni ¢asti posevni klenby. Pipetu zavadime mirné zvednutou a davame piitom
pozor, aby nedoslo k zasunuti pepity do mocové trubice (Stanc¢k, 2009). Pro vaginalni
inseminaci se vyuzivd katetr. V intravagindlni inseminaci se pouzivd objem a pocet
pohyblivych spermii v rozmezi od 0,3 do 0,5 ml a pocet pohyblivych spermii je 300 az 400 x
10 (Macias et al., 2020). Vagindlni inseminace je rychld a lze ji provést i v polnich
podminkach (Faigl a kol., 2011). Masoudi et al., (2017) ve svém vyzkumu zkouma miru
zabiezavani pfi vaginalni inseminaci. Sperma bylo odebrano pomoci umélé vaginy a natfedéno
s extendereml1:1. Insemindvalo se Cerstvym spermatem. Bylo inseminovano 150 oveci.
Vysledky vykazovali 62% uspésnost miry zabteznuti. Roostaei-Ali Mehr et al., (2013) ve svém
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vyzkumu také zkoumal GspéSnost intravaginalni inseminaci. V jeho experimentu bylo 206 ovci
inseminovdno pomoci tekutého spermatu odebrané¢ho od 7 beranti. Ejakulat byl spojen a
rozdélen na dvé stejné ¢asti nasledné byl zfedén s extenderem na bazi mléka a Tris-glukézou
obsahujici 0,3125 % kyseliny kapnonové. Ejakulaty z prvniho odbéru byly ochlazeny na 5 °C
béhem 2 hodin, inkubovany 52 hodin pii 5 °C a inseminovany. Z druhého odbéru byly ejakuléaty
nafedény a ihned inseminovany. Vysledky ukézaly zna¢né rozdily ve srovnani poctu jehiat.
Vyssi procenta vykazovali vysledky, ktery byly inkubovany 52 hodin 69,6 % ve srovnani
s thned inseminovanou davkou, ktera méla mensi procenta a to 46,15 %. Na zavér mizeme fict,
ze pridani kyseliny kapronové k Tris-glukoze je uzite¢né pro sperma berant, pokud je sperma
inkubovano po dobu 52 hodin pii 55 °C.

3.7.3 Cervikalni inseminace

Cervikalni inseminace by méla byt provedena do 24 hodin od odbéru spermatu, aby se
dosahlo pfijatelné miry bfezosti. Kvili zvlastni anatomii ov¢iho cervikalniho kanalu je
omezeny objem inseminatu (Cseh et al., 2012). Dé¢lozni ¢ipek je lokalizovan pomoci zrcatka
vybaveného svételnym zdrojem a sperma je ulozeno do prvniho zdhybu d€lozniho Cipku
(Schoenian,2019). V cervikdlni inseminaci se nejCastéji vyuzivd kombinace chlazeného a
cerstvého spermatu. Doporuceny objem a pocet pohyblivych spermii pro chlazené sperma je
0,2 ml a 400x 10° (Macias et al., 2020). Gil et al., (2003) ve svém vyzkumu zkoumal usp&$nost
cervikalni inseminace. V tomto vyzkumu byl pouZit extender Bioexcell v kone¢né koncentraci
1600 x 106 spermii /ml. Vysledky plodnosti vykazovali z 970 uméle inseminovanych se 335
nevratilo do fije 21 dni po inseminaci dalSich 327 ovci se nevratilo do fije 36 dni po inseminaci.
Z posledné jmenovanych ovci bylo 262 diagnostikovali jako biezi pomoci ultrasonografie 50
dni po inseminaci posledni ovce. Na obrazku €. 2 miZeme vidét pipetu pro cervikalni
inseminaci ovci, kterd se skldda z inseminacni pipety, pejety a inseminac¢niho injektoru (osobni
archiv).

—f— —

Inseminacni injektor
—p—/ f .

Inseminacni pipeta

Obrazek 2 Pipeta pro cervikalni inseminaci ovci, systéem MiniTub GmbH (osobni archiv)
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3.7.4 Laparoskopicka inseminace

Laparoskopicka inseminace je nitrodélozni metoda pouzivand u malych pfezvykavci.
Rozvoj laparoskopické inseminace je nejvyznamnéj$im vyvojem v umélé inseminaci ovci
v poslednich letech. Inseminace mize byt spojena s komplikacemi v disledku nedostate¢né
ptipravy, Spatné techniky nebo selhani vybaveni (Swanand, 2018). Tato metoda vyzaduje
chirurgickou zru¢nost. Laparoskopickou inseminaci je doporuceno provadét pod mirnou sedaci,
protoze celkova délka vykonu trva zhruba 10-15 minut i s pfipravou. Po ukon€eni inseminace
je zadouci, aby oSetfend plemenice byla schopna sama odejit a okamzité piijimat potravu. Pfi
zakroku miize dojit k ruptufe bfiSnich organti, krvaceni délohy, hematomu. Pfi inseminaci
dochazi kuloZeni spermatu pfes sténu biiSni, pfimo do dé€loZznich roht (Sathe,2018).
Pozadovany objem inseminovanych spermii je 0,05 ml a 20-25 milionti aktivnich spermii.
Vhodné natedény ejakulat 1ze pouzit k inseminaci aZ 50 ovci. Uspéch inseminace se pohybuje
okolo od 60 % do 80 % a zavisi na spravné synchronizaci fije, vybéru ovce a znalosti
reprodukéni fyziologie (Cseh et al., 2012). Pro laparoskopickou inseminaci jsou vhodné mladé,
zdravé ovce s odpovidajici télesnou kondici. Ptiprava zvifat na synchronizaci fije zafina
nékolik tydnt pred skute¢nym datem zakroku. Jedna se o ockovani, od€erveni a zvySeni roviny
vyzivy k dosazeni idedlni kondice (Swanand, 2018). Masoudi et al., (2017) ve svém vyzkumu
zkoumal uc¢innost laparoskopické inseminace. Sperma bylo odebrano pomoci umélé vaginy od
berani plemene Zandi. Ejakulat byl zfedén s extenderem Tris, frukdzou a kyselinou citronovou
v koncentraci 1:1. Vysledky vykazovali miru zabfezavani o 62 % lepsi nez tfeba u metody
vaginalni, kde byl pouZit stejny extender a koncentrace. Laparoskopickd inseminace je
zobrazena na obrazku ¢.3 (Swanand, 2018).

Obrazek 3 Laparoskopicka inseminace (Swanan 2018)
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3.8 Sperma

Semeno neboli sperma ¢i ejakulat se sklada z bunééné Casti spermii a z tekuté ¢asti Cili
semenné plazmy (Juyena & Stelletta, 2012). M4 druhové specifickou barvu, konzistenci a pach.
Mnozstvi vyloucené pii ejakulaci se také druhotné lis§i. Prezvykavci se vyznacuji malym
objemem ejakulatu a svelkou koncentraci spermii. Zékladni hodnoty ejakulatu jsou
ovlivilovany mnoha zevnimi i vnitinimi faktory jako je ro¢ni obdobi, vek, vyziva, ustdjeni a
zdravotni stav (Marvan et al., 2011).

3.8.1 Spermie

Spermie jsou konecnym produktem spermatogeneze. Spermie vznika v semenotvornych
kanalcich varlat. Spermatogeneze muzeme rozd¢lit do tii faze. Prvni faze zahrnuje poliferaci.
Druhé faze se nazyva meidza, pii niz dochdzi ke vzniku spermatid. Posledni faze se oznacuje
jako diferenciace, pfi které¢ vznikaji spermie (Plant & Zeleznik, 2014). Spermie se sklada ze
dvou hlavnich ¢asti, bi¢iku a hlavicky. VétSina spermii v ejakulatu nikdy nedosahne vejcovodu.
Pouze nékolik desitek spermii se pfiblizi k vaji¢ku a pouze jedna se nakonec ucastni oplozeni.
Semeno odebrané pro umélou inseminaci je fedéno tak, aby byl ziskdn véEtSi pocet
insemina¢nich davek. Pocet spermii pro inseminaci je druhotné odlisSny, ale blizi se 125
milionim u ovci, 10 miliontim u skotu a 2 miliarddm u prasat a koni (Reece, 2011). Popis
spermie je vyobrazen na obrazku ¢.4 podle (Morel,2003).

[ akrozom
hlavicka | jadro
cytoplasmatickda membrana
kréek {

mitochondrie
spojovaci oddil ¢

»~ |} koncovy oddil

hlavni oddil | e
(f— osové vlakno

Obrazek 4 Popis spermie (Morel, 2003)

3.8.2 Semenna plazma

Semenna plazma tvoti svym objemem hlavni podil ejakuldtu u berana a kozla to je 70-75
% (Marvan et al., 2011). Semenna plazma je tekuta ¢ast a zprostfedkovava chemickou funkci
ejakulatu. Jeji pH je druhotné rozdilné u beranti je mirn€ kyselé. K objemu ejakulatu nejvice
pfispivaji pfidatné pohlavni zZlazy znamé jako semenné vacky, bulbouretrdlni Zlazy a prostata.
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Sekrece semennych vacku tvoii u vétsiny prezvykavci hlavni ¢ast semenné plazmy (Juyena &
Stelletta, 2012). Semennd plazma vytvari v sami¢im pohlavnim ustroji vhodné prostiedi pro
pteziti spermii. Je bohatd na elektrolyty, fruktézu, kyselinu askorbovou a dalsi vitaminy. U
jednotlivych druht zvitat se slozeni semenné plazmy 1i$$i (Reece, 2011). Mezi slozky semenné
plazmy patfi organické slouCeniny (peptidy, kyselina citronova, lipidy, aminokyseliny,
hormony a cytokiny), ionty (sodné, vapenaté, draselné, hotecnaté a dalSi.) a energetické
slouceniny jako je frukdza a sorbitol. Semenné plazma také obsahuje dusikaté latky jako je
mocovina, kyselina moc¢ova nebo amoniak (Juyena & Stelletta, 2012). V tabulce ¢€.5 je uvedeno
slozeni semenné plazmy podle (Juyena & Stelletta, 2011).

Tabulka 5 Slozeni semenné plazmy u berana (Juyena & Stelletta, 2011)

Slozka Beran
Frukt6za (mg/dl) 150-600
Glukéza (mg/dl) 0,9-1,6
Kyselina citronova (mg/dl) 110-260
Proteiny (mg/dl) 2,30-2,50
Lipidy (mg/dl) 254-396
Fosfolipidy (mg/dl) /
Kyselina glutamova (mg/dl) | 4,5-5,2
Na (mg/dl) 120-258

3.8.3 Pozadavky na Cerstvy berani ejakulat

Ejakulat berana nesmi obsahovat zadné cizi pfimésy, patogenni mikroorganismy, plisné
ani shluky spermii. Vzhled ejakulatu je bélavy, smetanovitd tekutina. Marvan et al., (2011)
udava primérny objem ejakulatu Iml a koncentrace 2x 10® v 1 mm3. Z jednoho ejakulétu se
pramérné piipravi deset inseminacnich davek (Hordk et.al 2012). Tabulka ¢.6 odkazuje na
slozeni ejakuldtu u berant (Louda et.al.2009).

Tabulka 6 Pozadavky na cerstvy berani ejakulat (Lauda et al. 2009)

Konzistence Zrnitéd

Objem 0,5 cm3

Barva Bélava, Seda
Pach Nevyrazny
Koncentrace v 1 mm”3 2x10°

Aktivita Minimalné 70 %
Patologické spermie Maximaln¢ 15 %
Nezralé spermie Do 2 %

pH 6,2-6,9
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3.8.4 Faktory ovliviiujici parametry spermatu

3.8.4.1 Sezonnost

vvvvvv

spermiogeneze. Sexualni chovani se méni se zménami hmotnosti varlat s vrcholem v 1été-
podzim a poklesem na jaie. Plemena ovci a koz, které pochézeji z tropickych oblasti (10-30°)
vykazuji malou nebo zadnou sezonnost (Avdi et al., 2004). Berani a kozli vykazuji nejvyssi
sexudlni aktivitu na podzim, se zkracujicimi se svételnymi dny, béhem obdobi rozmnozovani
(Hafez & Hafez, 2000). Fotoperiodické signdly nebo zpiisob, jakym jsou tyto signdly prendseny
ke vzniku sezénnich reprodukénich zmén, se mezi plemeny 1issi. Takovy rozdil je spojen
s genetickymi charakteristikami souvisejicimi se zemépisnou Sitkou piivodu. Sezénni zmény v
hormonalnich hladinach funguji jako klicové regulatory spermatogeneze. Velikost varlat a
sekrece testosteronu vykazuje maximalniho vrcholu kratce po letnim slunovratu, které jsou
nasledovany perifernimi reakcemi, jako je sexudlni a agresivni chovani (Milczewski et al.,
2015).

3.8.4.2 Vék

Beran, od kterého je ziskdvan ejakulat, musi byt v chovné dospélosti. Je to vék vhodny
k zatazeni zvitat do chovu. Rané plemena se zatazuji do chovu v 8-10 mésici, ostatni ve 12-18
meésici. Jedince by se méli zaradit do chovu az pti dosazeni 70-75 % hmotnosti (Horak, 2012).
Postpubertalnim obdobi produkce spermii u beranli ma nizkou kvalitu, ale vyrazn¢ se zlepSuje
behem nékolika mésici (Osinowo et al., 1988). Ntemka et al., (2019) ve svém vyzkumu rozdélil
do dvou vékovych skupin tfi berany ve véku 2-6 let a Ctyfi ve véku 9-13 let. Vysledkem je, Ze
berani do 13 let méli vybornou motality a Zivotaschopnost spermii. Uvedl, ze berani si dokazou
uchovat vysokou kvalitu spermatu, az do v€ku 13 let dostupnou pro umélou inseminaci.

3.8.4.3 Zdravotni stav

V chovu ovci je dulezitd plodnost berand, kterd je vyrazné ovlivnéna faktory zivotniho
prostiedi. Pro efektivitu reprodukce je dilezité spravné vedeni beranii pred i béhem obdobi
rozmnozovani (Hitit et al., 2021). NejcastéjSim patogenem pohlavniho systému samct
s celosvétovym rozsifenim je Brucella ovis. Brucella ovis zplisobuje rtizné problémy (hlavné
epididymitudu), kterd vede k reprodukénimu selhani (Gouletsou & Fthenakis, 2015).

Nékteré viry mohou byt také ptivodci onemocnéni varlat. Infekce virem ovéich neStovic
muze vést k modularni orchitidé s pfitomnosti svétlych, diskrétnich subkapsularnich lozisek na
povrchu varlat (Gouletsou & Fthenakis, 2015). Carrera-Chavez et al., (2016) ve svém vyzkumu
zkoumal kvalitu spermii u pfirozené¢ infikovanych berant s brucella ovis. Vysledky této studie
naznacovali vyznamné ovlivnéni kvality spermatu, pohyblivost, sniZzenou koncentraci spermii
a zvysené abnormality u pozitivnych beranii na brucellu ovis.
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3.8.4.4 Télesna kondice

Hodnoceni télesného stavu se udava na stupnici 1-5 (Hordk et.al 2012). V obdobi
rozmnozovani by méla u beranti byt kondice okolo 3,5-4,0. Musime dbat na to, aby berani
nadmérné neztloustli, protoZe berani s vyssi kondici nad 4 maji snizené libido. Akumulace tuku
v Sourku ohrozuje termoregulaci ve varlatech, ¢imz snizuje kvalitu spermii (Gouletsou &
Fthenakis, 2015). Maurya et al., (2010), ve své studii zkoumal vliv bodovani télesného stavu
na reprodukéni u€innost berani Malpura. Bylo studovdno sexudlni chovani, méfeni Sourku,
vlastnosti spermatu a endokrinni reakce. Berani byli rozd€leni do tfi skupin. V prvni skupiné
byli berani s télesnou kondici 2,5 ve druhé skupiné s kondici 3 a ve tieti skupiné s kondici
4body. Studie byla provadéna po dobu 45 dnl a po celou dobu beraniim bylo pfiddvana
koncentrovana smés a pastva. Nejlepsi reprodukéni vysledky vykazovala skupina s télesnou
kondici 3.

3.8.4.5 Dédiénost

Berani by méli byt vySetfeni, aby se ovéfilo, zda jsou dobte vyvinuti pro své plemeno a
vék. Musi byt bez zjevnych fyzickych vad. Dilezité je zajistit, aby neptenesli dédi¢né vady na
své potomky jako je napiiklad pupecni kyla, entropium a testikuldrni hypoplazie. Koeficient
dédicnosti se pohybuje v rozmezi od 0,01 do 0,05 (Gouletsou & Fthenakis, 2015). David et al.,
(2007), ve svém vyzkumu zkoumal genetické faktory, které ovliviiuji vlastnosti produkce
spermatu (koncentrace spermatu, objem ejakulatu, pocet spermii a pohyblivost). Ejakulat byl
odebrany od beranti plemene Lacoune ve véku 1 rok a 2 roky. Zjistil, Ze nejvétsi vliv na ejakulat
ma vnéjsi prostfedi. Odhady dédicnosti byly stfedni pro objem, pocet spermii, koncentraci a
nizsi pro motalitu. Genetické korelace mezi véky se ve vSech znacich liSily, coz znamena Ze
charakteristiky spermatu odpovidaly riznym znakim u mladych a dospélych berani.

3.9 Rozdil mezi umélou vaginou a elektroejakulaci

U malych piezvykavct se pouzivaji dvé metody pro odbér spermatu, a to elektroejakulace
a um¢la vagina. Odbér pomoci um¢lé vaginy je preferovanou metodou, tato technika vSak
vyzaduje odbornost. U nékterych druhti se kvalita spermii miize liSit v zavislosti na metodé
odbéru po rozmrazeni (Jiménez-Rabadén et al., 2016).

K odbéru spermatu se nejcasteji pouziva umela vagina. Umela vagina se sklada z vnéjsiho
valce, vnitini vlozky a sbérace. K odbéru je zapotiebi pripravit teplou vodu (40-50 °C), ktera je
napusténa mezi vng¢jsi valec a vnitini vlozku. Dilezitou soucasti je také vzduchovy ventil, ktery
se da regulovat podle potifeby. Vazelina je vyuzivana k lubrikaci pochvy, aby nedoslo
k poranéni penisu.

Druhy zptsob odbéru je elektroejakulace, u kterého miize byt beran pfipoutan na bok.
Namazana bipolarni elektroda je vloZena do kone¢niku. Vytazeny penis je drzen kouskem gazy,
aby se usnadnilo vlozeni Zaludu do odmérné sbérné trubice. Sbérna trubice ma prumér 10 az 15
mm. Po nékolika kratkych elektrickych stimulacich dochdzik ejakulaci (Kos et. al, 2019).
Elektroejakulace je méné spolehlivd nez uméla pochva. Vzorky mizou byt kontaminovany
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moci a lisit se kvalitou. Larsen John WA, (2021) uvadi objem spermatu z um¢l¢ vaginy 0,5 az
1,8 ml a koncentraci spermii 2,5-6 x 10°/ml. Spermie ziskané elektroejakulaci maji nizsi
koncentraci, ale vétsi objem (Larsen John WA, 2021). Marco-Jiménez et al. (2005) uvedli, ze
spermie berana odebrana elektroejakulaci byla odolnéjsi viici poskozeni mrazem, nez kdyz byla
odebrana umélou vaginou. Mattner & Voglmayr, (1962) také porovnaval rozdil mezi umélou
vaginou a elektroejakulaci. Elektroejakulace mé¢la za nésledek vyssi objem a hodnoty pH, ale
nizs8i koncentraci spermii. Rozdily v charakteru spermatu, byly mirn€ vyssi u elektroejakulace
nez u odbéru umélou vaginou. Kolisani celkového poctu spermii bylo mnohem vétsi u
elektroejakulace nez u odbéru provedeny umélou vaginou. Na obrazku ¢.5 mizeme vidét
odbérovou umélou vaginu. Obrazek ¢.6 popisuje elektroejakulator, ktery se sklada z: 1. rektalni
sondy, 2. generatoru elektrickych impulzi, 3. spojovaciho kabelu sondy, 4. ovladace (Kos et.
al, 2019).

Obrazek 5 Odbérova vagina (osobni archiv) Obrazek 6 Elektroejakulator (Kos, 2019)

3.10 Hodnoceni spermatu

3.10.1 Makroskopické hodnoceni spermatu

Makroskopické hodnoceni ejakulatu se provadi okamzité po jeho odbéru. Posuzuje se
objem, barva, zapach a pfitomnost cizich ptiméesti (Pugh D. G., 2012).

Objem ejakulatu se pohybuje v rozmezi 0,7-3 ml (Marvan et al., 2011). Objem Ize urcit
zvazenim vzorku nebo pomoci odmérnych znacek na odbérové zkumavce, nalitim spermatu do
odmérného valce (Mocé & Graham, 2008). Mnozstvi miize byt ovlivnéno vékem, zdravotnim
stavem, dovednosti sbérace, ro¢nim obdobim a frekvenci sbéru. Berani maji maly objem
ejakulatu a vys$si koncentraci (Hafez & Hafez, 2000).
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Sperma beraniit ma mléén¢ bilou az krémovou barvu. Odstiny ¢ervené barvy signaluzuji
vyskyt krve v disledku poranéni penisu pii odbéru. Hnédé nebo Sedé¢ semeno naznacuje
kontaminaci nebo infekci reprodukéniho traktu berana (Hafez & Hafez, 2000).

Pach neni specificky, zapacha po beranovi (vin€). Zména pachu upozoriiuje na zménu
kvality ejakulatu, ta souvisi zpravidla se zvétSenym mnoZzstvim moci, hnisu nebo krve. (Gam¢ik
& Kozumplik, 1984).

Ejakulat berana by nemél byt zneciStén chlupy a nemél by obsahovat pisek, krev,
vazelinu, koZni parazity, moc¢ ani hnis (Gam¢ik & Kozumplik et al., 1984).

3.10.2 Mikroskopické hodnoceni spermatu

Pii mikroskopickém hodnoceni spermatu posuzujeme koncentraci, motilitu,
morfologické vady (Pugh D. G., 2012).

Koncentrace spermatu u beranid by se méla pohybovat v rozmezi 3,5%109 az 6x109
spermii v cm3 (Hafez & Hafez, 2000). Koncentrace spermii je potiebnd k urceni, jak moc je
zapotiebi nafedit vzorek. Ke stanoveni koncentrace se pouziva né¢kolik metod. Hemacytometr
se pouziva po nafedéni v ¢irém fedidle (Graham,1996). Dalsi metodou je spektrofotometr, ktery
vyuziva viditelné nebo fluorescencni svétlo. Metody vyZzaduji stanoveni koncentrace spermii
ze standartnich k¥ivek specificky pro kazdy druh. To je dilezité, protoze velikost a tvar spermii
ovliviluji mnozstvi zdkalu ve vzorku métfené viditelnym svétlem nebo mnoZstvi emitované
fluorescence. Dalsi metodu, kterou lze vyuzit je priitokova cytometrie (Mocé & Graham, 2008).

Motilita spermii je nejbéznéjsi metodou v laboratofich. Motilita uddva procenta
pohyblivych spermii ve vzorku spermatu (Graham,1996). Tato metoda muze byt uzitecna, i
kdyz hodnoti pouze jeden jediny dilezity atribut spermii. Motilita se dd4 hodnotit pomoci
fotografické analyzy, nebo systémem pocitatové analyzy spermii (CASA). Kromé procenta
pohyblivych spermii CASA hodnoti také rychlost pohyblivych bunék (Mocé & Graham, 2008).
Systém CASA snimd obraz, ktery je digitalizovan a poté pfendSen na monitor. Specialni
algoritmy pomahayji rozliSovat pohyblivé a nepohyblivé spermie. Rychlost hlavicky na skute¢né
draze a primérna rychlost mezi body méfeni se hodnoti u pohyblivych spermii (Zemankova,
2015).

Morfologické vady lze hodnotit pomoci automatickych morfometrickych odhadi nebo
vizualn€¢ (Mocé & Graham, 2008). Spermatozoalni abnormality 1ze rozdélit na primarni a
sekundarni abnormality. Primarni abnormality, o kterych se vime, Ze vznikaji ve varlatech
béhem spermiogeneze. Sekundarni vznikaji poté, co spermie opusti varle. S poruchou plodnosti
souviseji velké defekty (Graham, 1996).

3.10.3 Tepelny test prezitelnosti

Test pfilezitelnosti hodnoti dlouhodobou ptezitelnost spermii (Sonar a kol., 2014).
Semeno se ziedi s roztokem a inkubuje se pii teploté 37 °C v suché 1azni (Osuagwuh & Palomo,
2017). Teplota by méla stimulovat podminky v reprodukénim traktu samice (Sonar a kol.,
2014). Osuagwuh & Palamo (2017) ve svém vyzkumu pro tepelny test ptilezitosti pouzil roztok
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Tris (hydroxymethyl-aminoethan) — kyselina citronova-glukéza (TCG). Vyhodnocoval
vSechny parametry ihned (0 h) a po 4 hodinach inkubace po rozmrazeni.

3.10.4 CASA (Computer assisted sperm analysis)

CASA (computer assisted sperm analysis) je poc¢itacem asistovand analyza spermii. Je to
systém, ktery se sklada z kamery, kontrastniho mikroskopu a softwaru (Zadeh Hashem et al.,
2017). CASA poskytuje zejména informace o kinematickych parametrech jako je: celkova
pohyblivost (%), progresivni pohyblivost (%), primérnou rychlost drahy (um/s), kiivoc¢arou
rychlost (um/s), ptfimou rychlost (um/s). Poc¢itacova asistovand analyza spermatu podporuje
také objektivni hodnoceni spermii, jako je morfologie spermii, Zivotaschonost spermii,
fragmentaci spermii a akrozomové reakce. CASA vynikd svoji vysokou piesnosti a
spolehlivosti. V systémech mohou uzivatelé vybrat pocet snimkii a rychlost snimani snimku,
které se nasledn¢ analyzuji. CASA umoziuje hodnotit i dal$i parametry, jako je intenzita a
velikost, které jsou uzitecné pro rozliSeni hlavi¢ek spermii a dalSich bun¢k (Tsakmakidis,
2010). Pro analyzu spermii existuje vice systému CASA, a pfestoZe jsou systémy zaloZeny na
podobnych principech, existuje mezi systémy nékolik rozdilti v hardwaru a softwaru. Nékteré
systémy pouzivaji samostatny mikroskop, zatimco nastaveni mikroskopu je zabudovano
v nékterych specialné navrzenych zafizeni. Nékteré systémy pouzivaji Sirokopasmové osvétleni
ve viditelném spektru a objektivy s 10X nebo 20X negativnim nebo pozitivnim fazovym
kontrastem v kombinaci s odpovidajicimi kondenzory. Jiné systémy jsou vybaveny jinymi typy

osvétleni a specialnimi filtry pro detekci fluorescence. Vysledky CASA jsou ovliviiovany
mnoha faktory jako je napiiklad: extender spermatu, rychlost ziskdvani ramecku, koncentrace
spermii a typ komory (Brito et al., 2016). Na obrazku ¢.7 mizeme vidét pohyb spermii (A) a
morfologii (B) spermii v programu CASA. Pohled na cely syst¢ém CASA uvadi obrazek ¢.8
(Amann & Waberski, 2014).

- 0

Obrazek 7 Zobrazeni A) pohyb spermii. Zobrazeni B) morfologie spermii (Amann & Waberski, 2014)
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Obrazek 8 Pohled na system CASA (Amann & Waberski, 2014)

3.10.5 Hodnoceni spermatu pomoci priitokové cytometrie

3.10.5.1 Pritokova cytometrie a jeji princip

Pratokova cytometrie je nejpokrocilejsi metoda. Tato metoda je zalozena na méteni
kvality, mnozstvi Castic véetné bunck, jadra, chromozomalnich struktur, riznych Castic s
velikosti a stukturou v proudici suspenzi pomoci leserii a detektorti (Korkmaz & Cil, 2020).
Pouzivani priatokové cytometrie je vSak omezeno naklady na piistrojové vybaveni, potfebou
zkuSeného operatora a relativné slozitou pfipravou vzorki a vyhodnocovani dat. Tato metoda
je nejcastéji pouzivana predevSim pro vyzkumné ucely, validaci jinych metod a kalibraci
raznych pfistrojui. V poslednich letech se vyuziti pratokové cytometrie pro zpracovani spermatu
zvysilo (Brito et al., 2016). Sperma lze analyzovat jako celek pro rozliSeni jednotlivych
populaci spermii. Napiiklad spermie s poskozenymi cytoplazmatickymi membranami lze
odlisit od spermii s nepoSkozenymi cytoplazmatickymi membranami. Bylo vyvinuto n¢kolik
fluorescen¢nich barviv pro pouziti, coz umoziiuje vyzkumnikiim zkoumat funkéni stav a
specifické bunécné procesy. Pritokova cytometrie hodnoti Zivotaschopnost spermii, integritu
akrozomt, fragmentaci DNA, mitochondrialni aktivitu, lipoperoxidaci, apoptotické zmény a
oxidacni stres (Kuo & Gwo, 2021). Kazdad spermie prochézi paprskem, rozptyluje svétlo a
vydava fluorescenéni svétlo. Pouziva se vice laserti nebo lasery kombinované s LED. Nejc¢astéji
nové stolni piistroje pouzivaji kombinaci modrého laseru (488nm) s fialovym laserem (405nm).
Signaly pfijimané fotodetektory jsou elektronickym systémem pievedeny na elektrické signaly
a poté na Ciselné hodnoty. Vizualizovaci udalosti, které nas zajimaji lze zjistit pomoci
histogramt (Brito et al., 2016). Pratokova cytometrie je formou fluorescenéni mikroskopie.
Rozdil mezi nimi je, Ze zatimco u mikroskopie jako takové je moznost ziskavani dat omezené
na maly pocet bun€k oproti tomu pritokova cytometrie zpracovava informace z velkého poctu
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bun¢k za jednotku casu (Ploem,1999). Obrazek €. 9 uvadi moderni pritokovy cytometr
NovoCyte model 3000 (osobni archiv)

Obrazek 9 Moderni priitokovy cytometr NovoCyte model 3000 (osobni archiv)

3.10.6 Flurescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie nabizi funkéni informace o bunéénych aktivitdch (Maddipatla
& Tankam, 2022). Mikroskopie mé vynikajici Casové rozliSeni. Flurescen¢ni mikroskopie se
také se pouziva pro studium zivych bun€k. Je mozné meftit pH, koncentraci volného véapniku,
mezibunéénou komunikaci. Princip fluorescenéni mikroskopie je zalozen na zobrazeni
molekuly v minimalnim mnozstvi diky zafeni (fluorescenci) molekul (fluorochromu) po
dopadu ultrafialového svétla. Proces zahrnuje absorpci svételné energie (fotonu) indikatorem a
naslednou emisi ¢asti této svételné energie. K fluorescenci dochazi v nanosekundach. Vyssi
energii prokazuje svétlo s kratkou vinovou délkou nez svétlo s dlouhou vinovou délkou. Svétlo
emitované indikatorem ma proto obvykle delsi vinovou délku nez absorbované svétlo. Tuto
zménu nazyvame Stokestiv posun. Pfi fluorescen¢ni mikroskopii se vyuziva tzv. fluorofort.
Fluorofory se v mikroskopii uplatiiuji diky svym fluorescencnim vlastnostem a schopnosti
excitace. Schopnost excitace spo¢iva v tom, ze po dodani dostatecné mnozstvi energie se
presune elektron z valen¢nich orbitald na vyssi energetickou hladinu (Sanderson et al., 2014).
Schéma fluorescencniho mikroskopu je vyobrazeno na obrazku ¢.10 (Hampl, 2013).
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Obrazek 10 Schéma fluorescencniho mikroskopu (Hampl, 2013)

3.11 Kratkodoba konzervace beraniho spermatu

P1i kratkodobé konzervaci beraniho spermatu se dosahuje stavu anabidzy, a to sniZenim
okolni teploty prostfedi k hranici kolem 16 °C . DileZitou roli v kratkodobé konzervaci hraje
vhodné slozeni fedidel. Tento zplisob uchovani spermatu vynaklada velké usili na kvalitu
fedidel. Redidla umoziiuji uskladnéni natedéného spermatu na 5-6 hodin pii teploté 15 °C. Dalsi
moznosti uchovani spermatu jsou pfi teplot¢ 3-5 °C na 12 az 24 hodin. Tii faktory, které
ovliviluji plodnost pii kratkodobé konzervaci spermatu jsou: typ fedidla, kvalita spermatu a
pocet spermii v jedné insemina¢ni davce (Smital Jaroslav, 2001).

3.11.1 Redidla

Redidla, které se nejéastéji pouzivaji pii kratkodobé konzervaci jsou na bazy fedidla
TRIS, vaje¢ného zloutku, mléka odstfedéného a plnotucného, citratu sodného a komercnich
fedidel jako je andromed, tryladyl, bioxcel, optixcel (Salamon & Maxwell, 2000). Nafedény
ejakulat si zachova oplozovaci schopnost az na 40 hodin (Weberova, 2017).

Odsttedéné nebo rekonstituované mléko pii fedéni spermatu by se mélo zahtat na 92-95
°C po dobu 8-10 minut, aby nedoslo k toxikaci pro spermie, proto se musi inaktivovat laktein
v proteinové frakci (Salamon & Maxwell, 2000).

3.11.2 Stanoveni stupné redéni

Weberova, (2017) uvadi stupen fedéni pro kratkodobou konzervaci, ktera se pohybuje
v poméru 1:3 az 1:5. Stupen fedéni mize ovlivnit oplozovaci schopnost a zavisi na aktivité a
koncentraci ziskaného ejakuldtu (Weberova, 2017). Fernandez-Abella et al., (2003) ve svém
experimentu pouzil poméry fedéni 1:1, 1:2 a 1:4.
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3.11.3 Zpracovani spermatu

Pti kratkodobé konzervaci se fedéni provadi ihned po odbéru ptimo ve sbéraci. Teplota
semene i fedidla se pohybuje okolo (25-30 °C). Teplota, by m¢la byt stejné jak u semene, tak u
fedidla. Do vyhiaté odmérné pipety se nasaje mnozstvi fedidla, které jsme stanovili a nechd se
po stén¢ sbérace stékat do spermatu, souc¢asné se musi pomalu otacet se sbéracem. Poté se
promisi opakovanym nasavanim a vypousténim (Weberova, 2017).

Sperma se chladi na 15 °C. Poté se musi béhem 30 minut schladit v ledni¢ce na 3-5 °C.
K inseminaci 1ze uskladnéné sperma pouzit do 12-24 hodin (Weberova, 2017).

Fernandez-Abella et al., (2003) ve svém experimentu srovnaval chlazené sperma
skladované po dobu 6 hodin pfi teploté 15 °C a chlazené sperma pii teploté 5 °C po dobu 24
hodin v extenderu na bazi odstfedéného mléka a citratu trisodném. Uvedl, ze vysledky
naznacuji, Ze prodlouZeni doby inseminace chlazenym spermatem na 5 °C béhem 24 hodin a
zlepsilo o 35,5 % zabtezavani ovci pii cervikalni inseminaci.

3.12 Dlouhodoba konzervace beraniho spermatu

pro asistovou inseminaci. U hospodarskych zvitat pouziti kryokonzervovaného spermatu se
v poslednich letech stala vyznamnéjsi. Hodnoty kvality spermii se mezi druhy a jednotlivci po
neomezené uchovani genofondu a vysoce hodnotnych plemennych jedinct, ktefi pfispivaji
k udrZeni ohroZenych druhii a plemen (Zemankové, 2017). Uspé&sna kryokonzervace spermatu
vyzaduje udrzeni zivotaschopné populace spermii s neporusenou strukturni a funkéni integritou

plazmatické membrany. Nejvyhodnéjsi je skladovani spermii v kapalném dusiku, ktery ma
teplotu -196 °C (Fraser et al., 2014).

3.12.1 PInéni do pejet/pelet

Inseminacni davky se po nafedéni a schlazeni semene plni do pelet (Japonskd metoda)
nebo pejet (Francouzka metoda).

Zmrazovani spermatu v peletach je rychlé a levné, ale fizeni poctu pelet a rozeznani je
problematické, protoze skute¢né vzorky spermatu se nedaji nijak oznacit. Pelety se mrazi na
mélkych prohlubnich v suchém ledu (suchy led je pevny druh oxidu uhli¢itého), ktery ma
teplotu -78,5 °C. Pelety maji objem 0,1 — 0,3 ml. Zmrazi se na 2-4 minuty. Pelety jsou poté
ponofeny do kapalného dusiku pro skladovani (Purdy, 2006).

Plastové pejety jsou drazsi a pracnéjSi nez peletova technika. Pejety se zmrazuji bud’
v parni 14zni nad kapalnym dusikem, nebo v mrazicim stroji s fizenou rychlosti. Pejety maji
objem 0,25 a 0,5 ml. Vyhodou je, ze se daji jednotlivé pejety oznacit (Purdy, 2006). Pejety se
uzaviraji pomoci tésniciho prasku, ktery vytvaii pevnou zatku pii kontaktu s vodou. Dalsi
metodou na uzavirdni pejet jsou plastové kuli¢ky (Savvulidi et al. 2021).

Na obrazku ¢.11 mizeme vidét pejety v tekutém dusiku (osobni archiv). Forma suchého
ledu viz obrazek ¢.12 (Hampton,2015).
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Obrazek 11 Pejety v tekutém dustku (osobni archiv) Obrazek 12 Forma suchého ledu (Hampton,,2015)

3.12.2 Zpracovani spermatu

Redidla pro dlouhodobou konzervaci by méla mit pufrovaci kapacitu, adekvatni pH a
vhodnou osmolalitu. Redidla by méla chranit spermie pied poskozenim (Salamon & Maxwell,
2000). Dtlezité je, aby byl vzorek spermatu spravné nafedén. M¢l by byt k dispozici dostatecny
pocet spermii a dostate¢né mnozstvi fedidla. Vzorky se fedi dvéma zplisoby bud’ konkrétnimi
objemy fedidel, nebo fedénim spermatu se specifickou koncentraci spermii. Mira fedéni je 1:1-
1:23. Purdy, (2006) uvadi lepsi zptsob fedéni v koncentraci spermii od 80 do 500 x 106
bunek/ml. Nejcastéji pouzivana fedidla jsou na bazi Tris, citrdtu a cukru, mléka, laktézy a
sachardzy. Nejpouzivanéjsi kryoprotektantni latkou je glycerol. Jeho optimalni koncentrace je
v rozmezi 6-8 % pro spermie zamrazené rychle ve formé pelet. Pfi pomalém mrazeni v peletach
se doporucuje koncentrace glycerolu 3-4 %. Déle se pouzivaji komercné vyrabéna fedidla bez
zivoCiSnych latek 1ze najit pod ndzvem Andromed, Biociphos, Optidyl, Ovixcel, Andromed
CSS (HegedtiSova et al., 2012).

Naredéné sperma se ochladi na teplotu na 4-5 °C béhem 1,5-4 hodiny (Purdy, 2006).
Chlazeni je adaptace spermii na sniZeny metabolismus. Doba, po kterou spermie zlstavaji
v kontaktu s glycerolem pfed zmrazenim, béhem kterého pronikaji do spermatu se nazyva
ekvilibrace (Salamon & Maxwell, 2000).

Zmrazeni semene se provadi v pejetach o objemu 0,25 a 0,5 ml v kapalném dusiku (-196
°C). Rychlost, kterou jsou pejety mrazeny ma vliv na parametry spermatu po rozmrazeni a jeho
fertiliza¢ni shopnost (Salamon & Maxwell, 2000). Savvulidi et al., (2021) cilem jeho studie
bylo optimalizovat konvenéni metodu zmrazovani spermii v parach kapalného dusiku. Spermie
byly zmrazeny v brékach konvencni metodou zmrazovani prostiednictvim statické expozice
davek spermii par vtekutém dusiku nebo Ctyfmi riznymi modifikovanymi metodami
zmrazovani. Pfi pouziti optimalizovaného zmrazovaciho postupu byly vSechny parametry
rozmrazenych spermii vyznamé lepSi ve srovndni skonvencni metodou: procento
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zivotaschopnych rozmraZzenych spermii se zvySilo az na 48,3 %, procento spermii
s poSkozenim plazmatické membrany po rozmrazeni kleslo na 6,58 %. Zavérem tekl, Ze pro
kryokonzervaci spermatu berana valasského by me¢l byt rutinné pouZzivan optimalizovany
zmrazovaci postup misto konvencni metody.

Lv et al., (2019) uvadi rozmrazovani pelet po dobu 30-60 sekund pfi teploté 35-40 °C.
Pelety je mozné rozmrazovat ve dvou metodéach v ptredehfatém rozmrazovacim roztoku (mokra
metoda) nebo v suchych sklenénych zkumavkach (suchd metoda). (Lv et al., 2019). Naopak
Purdy, (2006) uvadi rozmrazovani pejet ve vodni 1azni o teploté 37 °C na 12-30 sekund.

3.13 Redidla a jejich sloZeni

Redidla, ktera se pouzivaji k fedéni spermatu malych prezvykavci byla vyvinuta k tomu,
aby chranila a udrzovala spermie béhem zpracovani a skladovani (Maksimovi¢ et al., 2018).
Pouzivana fedidla pro konzervaci spermatu by méla mit adekvatni pH a pufra¢ni kapacitu,
vhodnou osmolalitu. Redidla by méla chranit spermie pied kryogennim poskozenim (PLOEM,
1999). Sperma muize byt ihned pouzito k inseminaci nebo byt natedéno a skladovano. Sperma
by mélo byt natfedéno v zavislosti na pocate¢ni koncentraci, zpracovani a skladovani podle
toho, zdali se pouzije Cerstvé nebo zmrazené. VétSina feditel jsou zalozena na bazi TRIS,
vaje¢ném zloutku a dalSich kryoprotektiv. Komeréni fedidla koncentraty obsahuji
kryoprotektiva a ptidani vaje¢ného Zloutku a dvakrat destilovanou vodu (Larsen WA John,
2021). Larsen WA John (2021), uvadi slozeni fedidla na bazi Tris v nasledujici tabulce ¢ 7.
V tabulce ¢.8 miizeme vidét sloZeni citratového fedidla.

Tabulka 7 Slozeni redidla na bazi Tris (Larsen WA John, 2021).  Tabulka 8 Slozeni citratového redidla (L. WA John,2021).

Tris 3,63¢g Citrat sodny 237 g
Fruktoza 0,50g Glukoza 0,50 g
Kyselina citronova 1,99¢ Vajecny zloutek 15 ml
Vajecny zloutek 14ml Penicilin 100 000 iu
Penicilin 100 000 1u Streptomycin 100 mg
Streptomycin 100mg Destilovana voda 100 ml
Destilovana voda 100ml

3.13.1 Komer¢né dostupné extendery spermatu pro beranni spermie

Komeréné vyrabéna fedidla bez zivociSnych latek lze najit pod ndzvem Andromed,
Optixcel, Bioxcel, Ovixcel, Andromed CSS (HegediiSova et al., 2012).

Andromed je fedidlo na bazi s6jového lecitinu bez vajecného Zloutku pro zmrazeni
beraniho, koziho, by¢iho semene (Murphy et al., 2017). Zivo¢iiné proteiny neobsahuje
kombinace lecitinu a glycerolu. Jejich pouzitim se snizuje riziko pfenosu patogenil a vird pfi
udrzeni stejné oplozovaci schopnosti spermii. Bousseau et al., (1998) navrhuje Andromed a
Bioxcel jako vhodnou ndhradou za bézna média na bazi zloutku jako je napt. Triladyl
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Bioxcel (extender na bazi sdjového lecitinu) se bézn¢ pouziva jako kryokonzervaéni
médium pro sperma berani a kozli. Bioxcel zachovava pohyblivost spermii po rozmrazeni, ale
naopak hufe toleruje kolisani teplot (Murphy et al., 2017).

Optixcel je dostupné vyrabéné tedidlo, které je podobné vajecnému zloutku bez obsahu
bilkovin (Murphy et al., 2017).

3.14 Kryoprotektrory

Kryoprotektory jsou latky, které se pridavaji do fediciho média. Pfidani kryoprotektivnich
¢inidel k fedidlim je dualezit¢ pro ochranu spermii pfed poskozenim mrazem, udrzeni
pohyblivosti, schopnost oplodnéni a zachovani integrity membrany spermii. Kryoprotektory se
rozdéluji na intracelularni a extraceluldrni kryoprotektivni c¢inidla (Allai et al., 2018).
Nejcastéjsim pouzivanym kryoprotektantem je glycerol. Ten pisobi tak, Ze rychle vytésiuje
intracelularni vodu, a tak minimalizuje tvorbu ledovych krystalti ve spermatu (Paul et al., 2021).
U vétSiny druhil jsou média slozena z pufru Tris, extracelularniho kryoprotektiva vaje¢ného
zloutku, intracelularni kryoprotektiva glycerolu, zdroje energie glukoza. DalSich ptisady jako
jsou antibiotika, antioxidanty a vitaminy (Yanez-Ortiz et al., 2021). Jako objemova ¢inidla ke
zvyseni teploty skelného pfechodu zmrazovaciho nastavovadla se pouZzivaji neprostupujici
ochranné latky vcetné cukrii a proteinti. Ultra-tepelné oSetiené mléko a vajecny zloutek se Casto
pfidavaji jako ¢inidla modifikujici membranu, aby se zvysila kryostability spermii (Sieme et
al., 2016). Podle Quan et al., (2015) je v soucasnosti nejcastéji pouzivanym extracelularnim
kryoprotektantem vajec¢ny zloutek.

3.14.1 Intracelularni kryoprotektiva

Mezi osmoticky neaktivni se fadi propustné (permeacni) kryoprotektivni latky, protoze
jsou rovnomérné distribuovany v intracelularnim a extracelularnim prostoru. Pfidani vSak
predstavuje osmoticky stres pro builky, protoze voda se pohybuje rychleji pies bunécnou
membranu ve srovnani s prostupujicimi kryoprotektivnimi ¢inidly (Sieme et al.,, 2016).
Propustnym kryoprotektivnim ¢inidlim byla pfisuzovana fada rtznych kryoprotektivnich
vlastnosti. Pfedevsim snizuji teplotu nukleace ledu a velikost ledovych krystald (Yéanez-Ortiz
et al., 2021).

3.14.1.1 Glycerol

Glycerol je nejpronikavéjsi kryoprotektant pouzivany v fedidlech pro zmrazeni beraniho
semene. Mnozstvi glycerolu pfidan¢ho do fedidel je omezené kvili jeho potencidlni
cytotoxicité. Koncentrace, kterd je doporucena poskytujici nejzadanéjsi miru preziti je 4 % a 7
%. Koncentrace vys$si nez 6 % jsou Skodlivé, protoze glycerol snadngji pronikd do spermatu
(Allai et al., 2018). Rychlost membranové difuze se zméni po proniknuti glycerolu do lipidové
dvojvrsty, coz zplsobi snizeni koncentrace elektrolytu a osmotické smrs$téni objemu spermii,
které témto gametam umoziuje odolavat nizkym teplotam (Holt,2000). Glycerol miiZe zptisobit
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problémy po rozmrazovani, protoze neni z plazmatické membrany zcela odstranén. (Yéanez-
Ortiz et al., 2021). (Oztiitk et al., 2020) ve svém vyzkumu smichal trehalozu 60 mM
s glycerolem 3% v malé koncentraci (1,5 % - 3 %). Dale zkoumal samotny glycerol 5% ten
vykazoval lepsi vysledky v pohyblivosti 42 %, zivotaschopnosti spermii 52 %, mitochondrialni
aktivité 45 % nez trehal6za 60mM smichana s 3% glycerolem.

3.14.1.2 Amidy

Mezi propustné kryoprotektanty patii také amidy, zejména methylformamid a
dimethylformamid. Vyhodou amidl ve srovnani s glycerolem je mensi osmotické poSkozeni
kvili nizsi molekulové hmotnosti amidi. Uginky amidid se mezi druhy lisi kvili kryokonzervaci
odolnosti spermii (Yénez-Ortiz et al., 2021). Kdyz dojde knahrazeni glycerolu
methylformamidem a dimethylformamidem, dojde k vétSimu zachovani motility,
mitochondialniho membranového potencialu, zivotaschopnosti a akrozomdlni integrity po
postupech zmrazovani a rozmrazovani (Oztirk et al., 2020). Alvarez et al., (2020),
vyhodnocoval u¢innost 5% dimethylformamidu. Sperma bylo odebrano umélou vaginou.
Redidlem pouzitim v této studii bylo fedilo na bazi Tri-kyseliny citronové. Vysledek byl, Ze
dimethylformamid vykazoval vys$si hodnoty pfed zmrazenim pro inseminaci. Pohyblivost byla
66 % pted zmrazenim a po rozmrazeni 55 %.

3.14.1.3 Dimethylsulfoxid

Dimethylsulfoxid (DMSO) se fadi mezi intraceluldrni kryoprotektanty. Ma schopnost
srazet roztok pod bodem mrazu. Podporuje vitrifikaci prostiedi, aby se zabranilo intraceluldrni
krystalizaci ledu. DMSO ma tii zptsoby plisobeni pfi riiznych koncentraci. Vytvaii tii vodikové
vazby s vodou a indukuje zten¢eni membrany. Toto ztenceni zvySuje tekutost hydrofobnich
lipidovych membrén, coz umoziiuje kryoprotektantu a molekuldm vody volné se pohybovat
pfes membranu. Dimethylsulfoxid mize indukovat pory v bunééné membrané a dezintegrovat
lipidovou dvojvrstvu pii vysSich koncentracich (Rakha et al., 2018). Najafi et al., (2017), ve
svém vyzkumu porovnavali G¢inek dimethylsulfoxid v koncentracich 7% a 5% v fedidlu na
bazi sdjového lecitinu. Vysledek byl, ze pii 5% koncentraci ma dimethylsulfoxid lepsi
zivotaschopnost o 8 % a integritu mebrany o 5 % nez v 7% koncentraci (DMSO).

3.14.2 Extracelularni kryoprotektiva

Extracelularni kryoprotektiva Ize rozdélit na osmoticky aktivni molekuly a osmoticky
neaktivni slouceniny. Do osmoticky aktivnich muzeme zafadit disacharidy (sachardza,
trehadza). Naopak do osmoticky neaktivnich sloucenin patii polysacharidy a proteiny (Sieme
et al., 2016).

31



3.14.2.1 Vajecny Zloutek, sojovy lecitin

Vajecny Zloutek chrani spermie pfed Skodlivymi ucinky chladového Soku, zachovéava
pohyblivost spermii, snizuje ztrdtu akrozomalnich enzymii a udrZzuje mitochondrialni
nembrany. Nevyhodou vaje¢ného Zloutku je zvySené riziko mikrobialni kontaminace a zvySeni
pravdépodobnosti ptitomnosti Skodlivych metaboliti nebo endotoxinti, které mohou mit
negativni ucinky na Zivotaschopnost a pohyblivost spermii. Snizuje koncentrace glycerolu
v médiu. Koncentrace vajecného zloutku v fedidlech se zna¢né 1i88i. Pouziti relativné vysSich
koncentraci nemusi nutné vést ke zvySenému zachovani motility spermii (Allai et al., 2018).
Vozaf et al., (2021) ve svém vyzkumu zkoumali Gi¢innost vajecného Zloutku v fedidle Triladyl
v poméru 1:10. Vysledkem toho vyzkumu bylo, ze vaje¢ny zloutek ma vybornou motilitu a
50% zivotaschopnost spermii,

Sojovy lecitin je rostlinnd slozka, kterou lze pouzit pro uchovani spermii. Lecitin chrami
membranu spermii stabilizaci a nahradou fosfolipidii, ¢imz zvySuje toleranci k procesu
zmrazovani (Allai et al., 2018).

3.14.2.2 Odstredéné mléko

Bai et al.,, (2020), ve svém vyzkumu porovnaval u¢inky vitaminu B12 s odstfedénym
mlékem. Zjistili, Ze optimalni pomér fedéni odstfedéného mléka je 1:3. Ve srovnani s B12
odsttedéné mléko v poméru 1:3 prodlouzilo dobu skladovani spermatu (48 h vs 18 h, skladovani
pfi nizké teploté 4 °C) a zvysilo index pfeziti spermatu. Zavérem bylo, ze odstfedéné mléko je
ucinngjsi, pohodInéjsi a vyzivnéjsi nez vitamin B12.

3.14.2.3 Cukry

Cukr mé n¢kolik funkei slouzi jako energeticky substrat pro spermie béhem inkubace a
udrzuje osmotickou rovnovahu fedidel. Mezi cukry, které se pouZzivaji pro skladovani semene
berana patii monosacharidy (glukdza, fruktoza, galaktoza) i disacharidy (sacharo6za, trehal6za).
Allai et al., (2018) navrhl glukéza jako vhodnéjsi v koncentraci 0,50g nez fruktozu, laktézu
nebo rafindzu v extenderu na bazi Tris.

3.14.2.3.1 Sacharodza

Sacharoza jako hlavni slozka syntetickych fedidel. Sacharéza byla pouzita, aby chranila
integritu akrozomu spermii. Syntetické antioxidanty byly pfidany k fedidlim sachar6zy, aby
inhibovaly peroxidaci fosfolipidli spermii, zejména nenasycenych mastnych kyslin (Salamon
& Maxwell, 2000). Jafaroghli et al., (2011), ve svém experimentu porovndval 3 rizné
koncentrace sachardzy. Prvni koncentrace byla 50 mM. Druha koncentrace 70 mM a tieti
koncentrace 100 mM. Pfi své studii pouzil fedidlo na bazi Tris. Vysledky byly jednoznaény.
Nejlepsi motilitu méla koncentrace 100 mM 55 % a nejhoisi koncentrace 50 mM 49 %. Uvedl,
ze pti koncentraci 50 mM byla nejhorsi i Zivotaschopnost 51 % a integrita membrany 45 %.
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3.14.2.3.2 Trehaloza

Trehal6za je disacharid, ktery se skladd ze dvou molekul D-glukézy a stabilizuje
membranové fosfolipidy vazbou na jejich polarni hlavni skupiny. Pokud membrana neni
stabilizovédna, dochazi k n€kolika trhlindm ve vnitini a vnéjsi vrstvé bunééné membrany, coz
vede k bunééné dehydrataci a osmotické nerovnovaze. Trehaloza zabranuje dehydrataci bunék
a stabilizuje bunéénou membranu. Projevuje svlij ochranny Gc¢inek v extraceluldrnim prostiedi
(Oztiirk et al., 2020). (Mustafa N. Bucak & Tekin, 2007) ve svém vyzkumu uvedl, Ze ve
srovnani s taurinem a glutathionem bylo nejvys$siho ochranného ucinku dosaZeno pfi pouziti
trehal6zy béhem skladovani beraniho semene. Trehaléza poskytuje vysledky pro motilitu
spermatu a rozmrazeni, mitochondrialni aktivitu a integritu akrozomti. Bohlool et al., (2015) ve
svém vyzkumu porovnaval theraldozu v riznych koncentraci, a to v extenderu na bazi sojového
lecitinu. Dosel k zavéru, Ze motilita spermii byla nejvyssi pfi koncentraci 100 mM a s 7%
glycerolem a to 27 %. Také Zzivotaschopnost spermii a integrita membrany byla vyssi
v koncentraci 100 mM o 47 % neZ u trehalozy v koncetraci 50 mM. Oztiirk et al., (2020), také
zkoumal trehlézu ale s pfidavkem glycerolu. Pouzil trehalézu 60 mM s 3% glycerolem a
trehal6zu 100 mM s 1,5% glycerolem. Pohyblivost spermii byla vys$si u koncentrace trehalozu
60 mM s 3% glycerolem a o to 10 %. Také Zivotaschopnost byla vyssi a to o 6 %.

3.14.2.3.3 Rafinoza

Rafinéza je trisacharid, ktery sniZzuje tvorbu intracelularnich ledovych krystali
prostiednictvim své interakce s membranovymi lipidy a proteiny béhem kryokonzervace (Allai
et al., 2018). Bucak et al., (2013) uvedl, ze extender Tris s pfidavkem 10mM rafindzy vedl
k vy$§im procentim integrity akrozomu o 50 %, mitochondridlni aktivit¢ o 29 % a
zivotaschopnosti spermii 0 40 %. Rafin6za pii koncentraci 10 mM méla i vybornou motilitu 46
%. Jafaroghli et al., (2011), tato studie vyhodnocovala rafinézu s fedidlem Tris v koncentraci
1:4. Zkoumal rozdil mezi koncentracemi 50, 70 a 100 mM. Vysledky byly lepsi, kdyz byla
pouzita koncentrace 70 a 100 mM. Motilita u koncentrace 100 mM byla okolo 59 % naopak
nizsi pti 70 mM 54 %. Nejhorsi motilitu vykazovala koncentrace 50 mM a to 50 %. Mira poceti
byla také nejlep$i u 100 mM a to 44 %.

3.14.2.4 Antioxidanty

Sav¢i spermie maji antioxidacni obranny systém. Mezi, které patii superoxiddismutaza,
kataldza, glutathionreduktdza a glutathionperoxiddaza. Dale tam patii neenzymatické
antioxidanty, jako je kyselina askorbova, methionin (Allai et al., 2018). Mezi nejucinné;si
antioxidanty pouzivané pii skladovani spermii patii Resveratrol a Glutathion. Resveratrol je
ptirodni rostlinny polyfenol, ktery se pouziva jako antioxidant a terapeutické Cinidlo (Al-
Mutary, 2021). Vétsi zachovani integrity akrozomu zmrazenych a rozmazenych spermii, aniz
by to ovlivnilo hodnoty proménnych motility spermii u ovei ma obohaceni o 5 mM glutathionu
do zmrazovaciho média. Vysledky ukdzali motilitu 55 % a progresivni motilitu 10 %. (Yéanez-
Ortiz et al., 2021).
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Rateb et al., (2020) ve svém vyzkumu zkoumal methionin v koncentraci 0,3 mM
v extenderu tris s vaje¢nym zloutkem. Vysledkem bylo, Ze methionin zlepsil motilitu 0 91 % 1
zivotaschopnost spermii o0 94 %.

Silva et al., (2011), cilem této studie bylo vyhodnotit u¢inek superoxiddismutizy a
redukovaného glutathinu. Redidlo pouzivané pii tomto vyzkumu bylo na bazi Tris-vajeny
zloutek. Superoxiddismutdza se rozdélila na tii koncentrace 25, 50 a 100 U/ml to samé
glutathion 2, 5 a 7 mM. Nejlepsi vysledky méla superoxiddismutdza pii koncentraci 25 U/ml a
to celkovou motilitu z 71 % a progresivni motilitu 11 % naopak pfi koncentracich 50 a 100
U/ml byla motilita o 30 % mensi. Glutathion pfi koncentaci SmM vykazoval jak celkovou
motilitu, tak progresivni 1épe neZ pti koncentracich 2 a 7 mM a to o 8 %.

3.14.2.5 Aminokyseliny

Neenzymatické aminokyseliny jsou dilezit¢é pro svou antioxidacni vlastnost.
Aminokyseliny jsou pfitomny v semenné plazmé ve vysoké koncentraci. Bucak et al., (2009)
uvadi sumplementaci extenderti pomoci aminokyselin v doporucené koncentraci 10 mM (napf.
taurin, hypotaurin, glutamin, glycin a cystein). Jeho vysledek byl, Ze sniZili fragmentaci DNA
a zlepsili motilitu, Zivotaschopnost, integritu membrany a plodnost berannich spermii po
rozmrazeni.

Cystein chrani spermie pted toxickymi metabolity kysliku s glutathionem udrzuje kvalitu
spermii a zabranuji ztrdtdm membrany a integrit¢ akrozomu spermatu berana (Allai et al.,
2018). Coyan et al., (2011), ve svém vyzkumu porovnaval Cystein ve tfech koncentracich.
Sperma bylo odebrano od 5 dospélich beranti Merino ve véku (1 a 2 roky). Pouzivané fedidlo
bylo na bazi Tris. Prvni koncentrace byla ImM. Druh4 2mM a tfeti 4mM. Pfi koncentraci ImM
byla lepsi motilita o 10 % nez pfi koncentraci 3mM tam motilita byla 54 %. Nejhors$i motilitu
obsahovala koncentrace 2mM a to 44 %. Pokud §lo o integritu membrany, tak nejlepsi vysledky
vykazovala koncentrace 1 mM a to 6,9 %. Naopak mitochondridlni aktivitu vykazovala nejvice
koncentrace 2mM 66 %.

Methionin je dal$i aminokyselina, kterd miiZze byt pfidana do spermatu berana. Coyan et
al., (2010) uvedl, ze pfi koncentraci 1,2 a 4 mM methionin zlepSuje motilitu spermii,
mitochondridlni aktivitu a Zivotaschopnost berannich spermii béhem skladovani do 24 h. Pak
se kvalita zhorSuje o 4 % na pohyblivosti.

Bucak et al., (2009), ve své studii pouzil glutamin s aminokyselinovym roztokem.
Glutamin pfi koncentraci 2,5 mM vykazoval o 10 % menSi pohyblivost nez glutamin
s koncentraci 5 mM. Glutamin 5 mM poskytl kryoprotektivni G€inek a zlep$il motilitu po
rozmrazeni, integritu membrany a zvysil aktivitu kataldzy o 2 %.

3.14.2.6 Vitaminy
Pfitomnost vitaminu hraje dilezitou roli v kvalit¢ spermii. Vyznamny ucinek maji

minimalné Ctyfi vitaminy. Mezi né patii alfa-tokoferol, je jednim z priméarnich antioxidantt
spermii, ktery je zastoupen ve spermatu. Dale vitamin E, vitamin B12 a kyselina askorbova.
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Vitamin E je hlavni lipofilni antioxidant, ktery chrani polynenasycené mastné kyseliny
ve tkanich pied peroxidaci. Allai et al., (2018) uvedl, Ze pfidani vitaminu E v rtiznych formach
(Trolox, a-tokoferol) do médii pro konzervaci spermatu berana mize zlepsit kvalitu spermii.
Kheradmand. A et al., (2006) uvedli, Ze pfidani 1 nebo 2 mg vitaminu E do pufru vajecny
zloutek/citrat zlepSilo motilitu a integritu membrany spermii v chlazeném semene beranu
Dewry & Gohain, (2018) ve svém experimentu porovnaval vitamin E ve dvou koncentraci
v ImM a 2mM v extenderu Tris. Vysledek vitaminu E v koncentraci 2mM vykazoval lepsi
vysledky nez v koncentraci ImM, kde byla zhorSena motilita o 5 % tak 1 zivotaschopnost
spermii 0 3 %. Silva et al. (2013), ve své studii zkoumal piisobeni vitaminu E natedény v fedidlu
Tris-vajeCny Zloutek. Vitamin E v rtiznych koncentraci 30,60 a 120 uM. Vysledky byly
nasledujici. Nejlépe na tom byl vitamin E v koncentraci 30 pM jeho celkova motilita byla o 3
% lepsi nez pii koncentracich 60 a 120 uM naopak lepsi progresivni motilitu mél vitamin E pfi
koncentraci 120 uM a to 0 4 %.

Kyselina askorbova, znama jako vitamin C je rozpustna ve vodé. Vitamin C hraje roli pii
udrzovani genetické integrity spermii tim, Ze brani oxidativnimu poskozeni spermii DNA (Allai
et al., 2018).

Vitamin B12 je dals$i ve vod¢ rozpustny vitamin, ktery funguje jako koenzym v fadé
biochemickych reakei, jako je syntéza methioninu a metabolismus vétvenych aminokyselin.
Modifikovany Tris citratovy roztok nebo Tris extender doplnény vitaminem B12 v koncentraci
2 mg/ml zlepsil kinematiku spermii u kiizencti a beranti Dallagh v tekuté a zmrazené forme
(Dzul-Rosado et al., 2013). Hamedani Ma & Ahangari Y], (2013), jeho studie byla provedena
za ucelem zkoumani rznych koncentraci vitaminu B12 v fedidlu na bazi Tris. Sperma odebral
od 6 beranti pomoci elektroejakulatu. Koncentrace vitaminu B12 byly tfi. Prvni 1 mg/ml. Druha
2 mg/ml a tieti 3mg/ml. Vysledky vedli k tomu, Ze pfiddnim vitaminu B12 pfi koncentraci
2mg/ml se zlepSila motilita o 80 % naproti tomu pfi koncentraci 1 a 2 mg/ml se motilita
pohybovala okolo 70 %. Zivotaschopnost vykazovala téz lepsi vysledky u koncentrace 2mg/ml
a to 85 %. U koncentraci 3mg/ml vykazovala zivatoschopsnost lepsi vysledky nez u 1mg/ml a
to 0 2 %.

3.14.2.7 Antifreeze proteiny (AFP)

Antifreeze proteiny jsou dobfe znamé specifické proteiny. Poskytuji ochranu bunék
snizenim bodu tuhnuti, zabranénim rekrystalizace, pravou procesu tvorby ledovych krystalt a
interakci s plazmatickymi nembranami pii nizkych teplotach (Xin et al., 2018). Tyto proteiny
snizuji ztratu motility, udrzuji Zivotaschopnost, funkénost membrén a integritu akrozomu ve
zmrazeném a rozmrazeném spermatu. Existuji Ctyfi typy AFP (typ I, typ II, typ III a
glykoprotein (AFGP) (Correia et al., 2021). Tyto proteiny jsou ve velkych koncentracich
v télesnych tekutinach urcitych antarktickych organismil, coz vede k jejich toleranci vici velmi
nizkym teplotdm. Antifreeze proteiny se v souCasnosti komeréné nevyrabi, protoze izolace
z moiskych druhtl je obtizné a draha. Pro kryokonzervaci spermatu u malych prezvykavci se
pouzivaji jen ziidka (Yéanez-Ortiz et al., 2021). Correia et al., (2021) ve svém vyzkumu
porovnaval antifreeze typ I a typ II. Pouzil extender Tris v koncentraci s antifreeze proteinem
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0,5 pg/ml. Vysledkem vyzkumu bylo Ze, typ I ma lepsi motilitu o 5 % a lepsi integritu
membrany o 12 % nez typ IL

3.14.2.8 Syntetické inhibitory ledovych krystalii

Syntetické inhibitory ledovych krystalii (SIB), jsou slouceniny, které interaguji ptimo
s jadry nebo krystaly ledu za ucelem modifikace jejich struktury a/nebo rychlosti riistu. Mezi
syntetické blokatory ledu patii 1,3- cyklohexyndiol (1,3- CHD) a 1,4- cyklohexandiol (1,4
CHD), ktery diky své chemické struktufe specificky tlumi rist ledovych krystalti (Eisenberg et
al., 2012). Vyhodou komer¢né dostupnych chemickych inhibitorech ledovych krystali je, ze
jsou levné a mohly by byt dobrou ndhradou za antifreeze proteiny. Tvorba ledu miize vazné
ovlivnit Zivotashopnost zmrazenych spermii. Pfirodni nebo synteticky inhibitory ledovych
krystald se pouzivaji k uprave struktury ledového krystalu béhem zmrazovani a rozmrazovani.
Syntetické inhibitory ledovych krystali mohou modifikovat strukturu ledového krystalu
pomoci miizkového parovani s dostupnymi misty na povrchu bazalni roviny ledového krystalu.
Dalsi vyhodou je, Ze na rozdil od antidreeze proteind, které mohou tvofit smrtelné jehlové
ledové krystaly. Diky své nepropustnosti mohou extracelularni inhibitory ledovych krystala
indukovat bunécnou dehydrataci, a nakonec snizit letdln¢ intracelularni tvorbu ledu (Quan et
al., 2015). Quan et al., (2015) ve svém vyzkumu porovnaval 1,3- cyklohexyndiol a 1,4-
cyklohexandiol pfi koncentracich 50mM a 200mM. Pouzil extender Tris. Nejlepsi vysledky
mél 1,4- cyklohexandiol pti koncentraci 50mM a 1,3- cyklohexyndiol pti koncentraci 200mM.
U obou vysledky vykazovali vybornou motilitu a zivotaschopnost na opak u 1,4-
cyklohexandiol pii koncentraci 200mM a 1,3- cyklohexyndiol pfi koncentraci 50mM byla
motilita a zivotaschopnost zhorSena.
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3.14.3 Moderni kryoprotektory a fertiliza¢ni schopnost kryokonzervovanych

spermii
Kryoprotektor Extender Koncentrace Motilita | Zivotaschopnost
spermii
Glycerol
(Oztiirk et al., 2020) Tris 5% glycerol

- |-

Glycerol Na bazi s6jového 7 % glycerol
(Najafi et al., 2017) lecitinu I
Glycerol Na bazi sojového 3% glycerol
(Bohlool et al., 2015) lecitinu I I 1
Dimethylsulfoxid Na bazi s6jového 7 % DMSO
(Najafi et al., 2017) lecitinu l l
Diemthylsulfoxid Na bazi s6jového 5 % DMSO
(Najafi et al., 2017) lecitinu l I
Vajecny Zloutek
(Vozafet al., 2021) Triladyl V pomeéru 1:10 I I 1
Trehaloza
(Oztiirk et al., 2020) Tris 60 Mm I I
Trehaléza Na bazi sojového 100 Mm
(Bohlool et al., 2015) lecitinu I I
Trehaléza Na bazi sojového
(Bohlool et al., 2015) lecitinu 50 Mm l l
Glutathion Tris-egg yolk 200 Mm
(Shi et al., 2020) l I
Methionin Tris-egg yolk 0,3mM
(Rateb et al., 2020)
Vitamin E
(Espina-Avila et al., Triladyl 10mg/ml
2021)
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Vitamin E Tris ImM
(Dewry & Gohain, 2018)

Vitamin E Tris 2mM
(Dewry & Gohain, 2018)

Antifreeze proteiny
Typ L Tris
(Correia et al., 2021).

0,5 pg/ml

Antifreeze proteiny
Typ IIL Tris 0,5 pg/ml
(Correia et al., 2021).

Syntetické inhibitory
ledovych krystali Tris 50mM

1,3-cyklohexandiol
(Quan et al., 2015).

Syntetické inhibitory
ledovych krystali Tris 200mM

1,3-cyklohexandiol
(Quan et al., 2015).

- e e o | G

Syntetické inhibitory
ledovych krystali Tris 50mM I

1,4-cyklohexandiol
(Quan et al., 2015).

Syntetické inhibitory
ledovych krystali Tris 200mM 1

1,4-cyklohexandiol
(Quan et al., 2015).

Tabulka 9 Moderni kryoprotektory a fertilizacni schopnost kryokonzervovanych spermiit
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4 Zavér

Valasské ovce se chova na nasem Uizemi jiz po staleti a po celou dobu si uchovala svou
odolnost a nenaroc¢nost. V dnes$ni dob¢ lze toto plemeno nalézt jen sporadicky, a to prevazné
v uzitkovych chovech a v horskych a podhorskych oblastech. V roce 1999 bylo toto plemeno
zafazeno do genetickych zdroji Ceské republiky.

Dtlezitym bodem zéachranného programu ptivodnich valasskych ovei je vytvofeni
dostatecného reservoaru kvalitnich inseminac¢nich davek dlouhodobé uchovavanych v tekutém
dusiku. Pouziti tekutého dusiku k dlouhodobé konzervaci spermii, se jevi jako nejlepsi a
v dnesni dobé¢ také nejvice praktikovanou metodou skladovani inseminacnich davek.

V této praci byly sepsdny nejnovéjsi dosavadni poznatky, tykajici se modernich
kryoprotektorti pfi konzervaci berannich spermii. Informace byly cerpany zejména ze
zahrani¢nich zdrojii (vyzkumi). Tyto prespektivni vysledky je dilezité testovat v ramci
zachranného programu pifi kryokonzervaci ptvodnich valasskych ovci. Nejlépe ze vSech
zminénych kryoprotektort vySel glycerol, ktery mél vysoky procento motility i
zivotaschopnych spermii. Trehal6za v extenderu na bazi sojového lecitinu v koncentracich
100Mm vykazovala lepsi vysledky nez v koncetraci 50Mm, naopak blokator ledu
1,4cyklohexandiolu vykazoval lepsi vysledky v koncentraci 50mM neZ v koncetraci 200mM.

I pfes vyuziti kryoprotektiv v fedidlech dochéazi k poskozeni spermii pii procesu
zmrazovani a rozmrazovani inseminacnich davek, a proto je tedy diilezité se v tomto odvétvi
zlepSovat.
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