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Optimalizace rozmrazovacích protokolů u kryokonzervovaného 
beraního spermatu plemene valašská ovce 

Souhrn 

Cílem diplomové práce b y l a analýza kvalitativních parametrů kryokonzervovaného 

beraního s p e r m a t u (Valašské o v c e ) v závislosti n a použití různých rozmrazovacích protokolů. 

S o h l e d e m n a horší m r a z i t e l n o s t inseminačních dávek u beranů, j e důležité o p t i m a l i z o v a t 

j a k m r a z i t e l n o s t , t a k i rozmrazení dávek, a b y b y l o možné z a c h o v a t c o nejlepší k v a l i t u s p e r m a t u 

p r o následnou i n s e m i n a c i . 

Inseminační dávky p r o t u t o práci b y l y získány o d d v o u beranů výše uvedeného p l e m e n e . 

Ejakulát b y l odebrán vždy o d o b o u beranů, a poté b y l y o b a v z o r k y smíchány a naředěny 

ředidlem A n d r o M e d . Inseminační dávky b y l y m r a z e n y v polystyrénovém mobilním mrazicím 

b o x u , k d e b y l o možné k o n t r o l o v a t výšku vzorků n a d h l a d i n o u tekutého dusíku, a tím r e g u l o v a t 

mrazící křivku. Rozmrazení probíhalo při teplotách 4 5 , 5 0 , 5 5 a 6 5 °C v i n t e r v a l e c h 2 , 5 , 8 , 1 1 a 

1 4 s e k u n d . Všechny naměřené h o d n o t y b y l y porovnány s e s t a n d a r d e m , který b y l rozmražen 

při 3 8 °C p o d o b u 3 0 s e k u n d . 

D l e vyhodnocených d a t , které b y l y v y h o d n o c e n y v této diplomové práci b y l o p o t v r z e n o , 

že rozdílné teplotní g r a d i e n t y a d o b a při rozmrazování inseminačních dávek má v l i v n a 

kvalitativní p a r a m e t r y spermií. P r o t u t o práci b y l y s t a n o v e n y hlavní kvalitativní p a r a m e t r y a 

t o : v i a b i l i t a , mitochondriální membránový potenciál, m o t i l i t a a progresivní m o t i l i t a . 

Naměřené h o d n o t y při teplotě 4 5 °C s e d l e statistického vyhodnocení nejvíce blížily 

výsledkům s t a n d a r d u . Vyšší t e p l o t y 6 0 a 6 5 °C v kratším časovém úseku rozmrazení měly d l e 

průtokové c y t o m e t r i e lepší h o d n o t y než s t a n d a r d , avšak d l e statistického vyhodnocení n e b y l y 

s t a t i s t i c k y významné. M e t o d a C A S A navíc o d h a l i l a u těchto t e p l o t narušení progresivní 

m o t i l i t y , což snižuje potenciál spermatických buněk p r o oplodnění vajíček. 

P r o praktické využití v c h o v u hospodářských zvířat j e nejlepší využití standardní m e t o d y , 

k d y probíhá rozmrazení při 3 8 °C. V externích podmínkách b y b y l o použití jiných t e p l o t 

složitější z h l e d i s k a dosažení přesné t e p l o t y a času. 

Klíčová slova: průtoková c y t o m e t r i e , C A S A , inseminační dávka, o v c e , s p e r m i e 



Optimizing thawing procedures of cryoconserved ram sperm in 
Wallachian sheep breed 

Summary 

T h e p r e s e n t w o r k a i m e d t o a n a l y z e t h e q u a l i t a t i v e p a r a m e t e r s o f c r y o p r e s e r v e d 

W a l l a c h i a n r a m s p e r m d e p e n d i n g o n t h e u s e o f v a r i o u s t h a w i n g p r o t o c o l s . 

G i v e n t h e p o o r e r f r e e z i n g t o l e r a n c e o f i n s e m i n a t i o n d o s e s i n r a m s , i t i s i m p o r t a n t t o 

o p t i m i z e b o t h f r e e z i n g a n d t h a w i n g p r o t o c o l s t o m a i n t a i n t h e b e s t s e m e n q u a l i t y f o r 

s u b s e q u e n t a r t i f i c i a l i n s e m i n a t i o n . 

T h e i n s e m i n a t i o n d o s e s f o r t h i s w o r k w e r e o b t a i n e d f r o m t w o m a t u r e h e a l t h y W a l l a c h i a n 

r a m s w i t h t h e u s e o f a n a r t i f i c i a l v a g i n a . O n e a c h s e m e n c o l l e c t i o n d a y , e j a c u l a t e s w e r e 

c o l l e c t e d f r o m b o t h r a m s , t h e n b o t h s a m p l e s w e r e m i x e d a n d d i l u t e d w i t h c o m m e r c i a l s e m e n 

d i l u e n t A n d r o M e d . O n l y g o o d q u a l i t y s p e r m w a s u s e d f o r t h e i n s e m i n a t i o n d o s e s p r o c e s s i n g . 

P r o c e s s e d i n s e m i n a t i o n d o s e s w e r e f r o z e n b y a p r o t o c o l p r e v i o u s l y o p t i m i z e d f o r W a l l a c h i a n 

r a m s p e r m c r y o p r e s e r v a t i o n . T h a w i n g o f i n s e m i n a t i o n d o s e s t o o k p l a c e a t t e m p e r a t u r e s o f 

3 8 , 4 5 , 5 0 , 5 5 , o r 6 5 °C a t i n t e r v a l s o f 2 , 5 , 8 , 1 1 , 1 4 , o r 3 0 s e c o n d s . 

A c c o r d i n g t o t h e o b t a i n e d r e s u l t s , i t w a s c o n f i r m e d t h a t v a r i o u s t e m p e r a t u r e g r a d i e n t s 

d u r i n g t h e t h a w i n g o f i n s e m i n a t i o n d o s e s a f f e c t t h e p o s t - t h a w q u a l i t y o f s p e r m . F o r t h i s w o r k , 

t h e m a i n q u a l i t a t i v e p a r a m e t e r s w e r e d e t e r m i n e d w i t h t h e u s e o f f l o w c y t o m e t r y a n d C A S A : 

v i a b i l i t y , m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e p o t e n t i a l , m o b i l i t y , a n d p r o g r e s s i v e m o b i l i t y . A l l m e a s u r e d 

v a l u e s w e r e c o m p a r e d w i t h a s t a n d a r d t h a w i n g p r o t o c o l ( 3 8 °C f o r 3 0 s e c o n d s ) . 

O b t a i n e d r e s u l t s c a n b e d e s c r i b e d s h o r t l y a s f o l l o w s : a c c o r d i n g t o t h e s t a t i s t i c a l e v a l u a t i o n , 

t h e s t a n d a r d p r o t o c o l o f t h a w i n g is t h e o p t i m a l p r o t o c o l t o t h a w W a l l a c h i a n r a m s p e r m . 

O n l y m e a s u r e d v a l u e s a t 4 5 °C t u r n e d o u t t o b e t h e c l o s e s t t o t h e r e s u l t s o f t h e 

s t a n d a r d . H i g h e r t e m p e r a t u r e s o f 6 0 a n d 6 5 °C w i t h a s h o r t e r t h a w t i m e h a d n u m e r i c a l l y 

b e t t e r v a l u e s c o m p a r e d t o t h e s t a n d a r d a c c o r d i n g t o f l o w c y t o m e t r y d a t a , b u t t h e y w e r e n o t 

s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t b y s t a t i s t i c a l e v a l u a t i o n . F u r t h e r m o r e , t h e C A S A m e t h o d r e v e a l e d a 

p r o g r e s s i v e i m p a i r m e n t o f m o t i l i t y a t h i g h e r t e m p e r a t u r e s , w h i c h r e d u c e s t h e a b i l i t y o f 

s p e r m a t o z o a t o f e r t i l i z e e g g s . 

In c o n c l u s i o n , f o r p r a c t i c a l u s e , I r e c o m m e n d u s i n g t h e s t a n d a r d m e t h o d , a s i n o u t d o o r 

c o n d i t i o n s , u s i n g o t h e r ( e s p e c i a l l y h i g h e r ) t e m p e r a t u r e s w o u l d b e m o r e d i f f i c u l t i n t e r m s o f 

a c h i e v i n g a c c u r a c y , a n d , t h e r e f o r e , u n s a f e f o r s p e r m c e l l s . 

Keywords: f l o w c y t o m e t r y , C A S A , i n s e m i n a t i o n d o s e , s h e e p , s p e r m 
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2 Úvod 

Z důvodu větší i n t e n z i t y šlechtění s e i n s e m i n a c e s t a l a běžnou součástí c h o v u 

hospodářských zvířat. Z důvodu biologické r o z m a n i t o s t i j e důležité uchování genetických 

materiálů, a b y nedošlo k zániku některých p l e m e n . Valašská o v c e b y l a zařazena m e z i 

genetické z d r o j e České r e p u b l i k y kvůli v l a s t n o s t e m a původu. T y t o o v c e j s o u často využívány 

p r o údržbu a o b n o v u horských oblastí. 

J e j i c h p l e m e n i t b a probíhá především přirozeně, a l e i n s e m i n a c e má s v o j e b e n e f i t y , m e z i 

které patří maximální využití kvalitních plemeníků, k o n t r o l a k v a l i t y s p e r m a t u , e l i m i n a c e 

pohlavních c h o r o b a další. Z t o h o důvodu j e potřeba s e zaměřit n a o p t i m a l i z a c i uchování a 

rozmrazení inseminačních dávek u beranů, protože t a t o o b l a s t není t o l i k probádána j a k o 

například u býků. Jedině t a k můžeme úspěšně u c h o v a t a následně efektivně použít j e j i c h 

genetický materiál. 
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3 Vědecká hypotéza a cíle práce 

Je předpokládáno, že rozdílné teplotní g r a d i e n t y při rozmrazování inseminačních dávek 

konzervovaných v tekutém dusíku ovlivňují j e j i c h kvalitativní p a r a m e t r y . 

Důležitým b o d e m záchranného p r o g r a m u původních českých p l e m e n ovcí j e dostatečný 

reservoár kvalitních inseminačních dávek dlouhodobě uchovávaných v tekutém dusíku 

a určených k i n s e m i n a c i . M a n i p u l a c e s inseminační dávkou před inseminací v t o m t o směru 

zásadním způsobem ovlivňuje k v a l i t u spermatických buněk, a přímo t a k podmiňuje úspěšnost 

samotné i n s e m i n a c e . 

Cílem diplomové práce j e analýza kvalitativních parametrů kryokonzervovaného 

beraního s p e r m a t u valašských ovcí v závislosti n a použití různých rozmrazovacích protokolů. 

9 



4 Literární rešerše 

4.1 Valašská ovce 

4.1.1 Historie 

Valašské o v c e s e d o České r e p u b l i k y d o s t a l y s p o l u s valašskou kolonizací K a r p a t během 

1 5 . - 1 6 . století n a území S l e z s k a a B e s k y d . P o s u n c h o v u valašské o v c e b y l ukončen v 1 8 . století, 

k d y s e založilo několik salaší v Chřibech (Ochodnický 1 9 8 6 . , M i l e r s k i , 2 0 1 6 ) 

K zušlechťování valašských ovcí docházelo n a přelomu 4 0 - 5 0 , l e t minulého století. 

Několik původních zvířat b y l o k o u p e n o a zařazeno d o vzorníku p l e m e n ovcí n a účelovém 

hospodářství Vysoké školy zemědělské v P r a z e . N a S l o v e n s k u b y l v r o c e 1 9 9 2 založen K l u b 

chovatelů původnívalašky. T e n s e zaměřil n a vyhledávání zvířat typově odpovídajících původní 

Valašce. Z této p o p u l a c e b y l d o v e z e n j e d e n plemenný b e r a n , a t e n s e s t a l základem p r o 

r e g e n e r a c i černé v a r i a n t y valašských ovcí u nás ( M i l e r s k i , 2 0 1 6 ) . 

K r o k u 2 0 2 1 činí p o p u l a c e valašské o v c e z h r u b a 1 0 0 0 b a h n i c , které j s o u v aktivní 

p l e m e n i t b e . B a h n i c e j s o u rozmístěny v 5 5 c h o v e c h . V p l e m e n i t b e j e 1 2 4 beranů (Mátlová, e t 

a l , 2 0 2 1 ) . 

4.1.2 Charakteristika plemena 

Valašská o v c e s e vyznačuje živým t e m p e r a m e n t e m , nenáročností a v y s o k o u přizpůsobivostí k 

extrémním klimatickým podmínkám (Horák a Treznerová, 2 0 1 0 ) . Jedná s e o hrubovlnné 

p l e m e n o s t r o j s t r a n n o u užitkovostí ( m a s o , v l n a a mléko), a řadí s e d o s k u p i n y cápových ovcí 

(Horák e t a l , 2 0 0 4 ) 

Je charakterizována menším až středním tělesným rámcem, konštituční pevností, 

výbornou chodivostí a pastevní schopností. Mají pevné končetiny a t v r d o u r o h o v i n u p a z n e h t u . 

H l a v a j e v y s o k o nesená s výrazným živým o k e m . Uši j s o u krátké a směřují d o s t r a n . R o h y j s o u 

většinou šroubovitého t v a r u . B e r a n i i b a h n i c e j s o u převážně rohatí. Zbarvení může být různé 

- bílé, šedé, černé n e b o strakaté. N a hlavě a končetinách s e často vyskytují černé s k v r n y . Živá 

h m o t n o s t b a h n i c s e p o h y b u j e k o l e m 4 0 - 5 0 k g a u beranů d o s a h u j e 5 0 - 6 5 k g ( M i l e r s k i , 2 0 1 6 ) . 

Je t o pozdní p l e m e n o s výrazně sezónní pohlavní a k t i v i t o u . J e h n i c e s e poprvé zapouští 

v e věku 1 6 . - 1 8 . měsíce při minimální živé h m o t n o s t i 3 2 k g (Horák a Treznerová, 2 0 1 0 ) . 
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4.2 Genetické zdroje zvířat v ČR 

Genetickým z d r o j e m p r o zemědělské účely j e považována část biologické r o z m a n i t o s t i , 

která vzniká cíleným výběrem a později šlechtěním v zemědělských podmínkách. T y t o 

genetické z d r o j e neslouží j e n p r o j e j i c h produkční v l a s t n o s t i , a l e i p r o j e j i c h možnosti r e a g o v a t 

v b u d o u c n u n a nepředvídatelné události, j a k o například nové c h o r o b y , změna k l i m a t u 

(Mátlová, e t a l , 2 0 2 1 ) . 

Řada živých organismů má jedinečné g e n y a v l a s t n o s t i , které m o h o u hrát významnou 

r o l i při šlechtění nových p l e m e n . Cílem j e uchování genetických zdrojů p r o budoucí potřebu, 

protože j s o u z d e zvířata, které n e j s o u momentálně populární m e z i zemědělci a m o h l o b y dojít 

k j e j i c h zániku. M e z i hlavní nástroje p r o záchovu genů n a mezinárodní úrovni patří Úmluva o 

biologické r o z m a n i t o s t i - C o n v e n t i o n o n B i o l o g i c a l D i v e r s i t y (Roudná, e t a l . , 2 0 0 7 . , 

M i n i s t e r s t v o zemědělství, 2 0 1 7 ) . 

M e z i dlouhodobé cíle patří udržení d i v e r z i t y genetických živočišných zdrojů p r o 

současné potřeby i p r o b u d o u c n o s t aplikací vědecko-výzkumných a e k o n o m i c k y efektivních 

programů zaměřených n a j e j i c h o c h r a n u . Záchova ohrožených a málopočetných původních 

populací hospodářských zvířat a p l e m e n , která mají historické a kulturní spojení s ČR 

( M i n i s t e r s t v o zemědělství, 2 0 1 7 ) . 

4.2.1 Důvody pro zařazení Valašské ovce 

Valašská o v c e b y l a zařazena d o genetických zdrojů České r e p u b l i k y především p r o j e j i c h 

jedinečné v l a s t n o s t i a původ. T o t o p l e m e n o j e v e l m i dobře přizpůsobeno c h o v u v horských 

o b l a s t e c h . Má historický a kulturní význam, protože j e s p j a t o s osidlováním K a r p a t . O v c e 

m o h o u být využity díky svým v l a s t n o s t e m p r o údržbu a o b n o v u neoplocených horských 

p a s t v i n , které j s o u významné z h l e d i s k a botanického a krajinotvorného. V současné době j e 

největší h r o z b o u výskyt v l k a obecného, který napadá stáda ovcí a může t a k snižovat j e j i c h 

p o p u l a c i (Mátlová, e t a l , 2 0 2 1 . , M i n i s t e r s t v o zemědělství, 2 0 1 7 ) . 

4.3 Pohlavní ústrojí samce 

Pohlavní s o u s t a v a samců j e s o u b o r orgánů, který slouží k rozmnožení a zachování 

konkrétního d r u h u . U samců j s o u buďgonády n e b o l i pohlavní žlázy, dále vývodné pohlavní 

c e s t y a zevní orgány (Horák, 2 0 1 2 ) . A n a t o m i c k y j e pohlavní s o u s t a v a beranů stejná j a k o u 

ostatních přežvýkavců. Tvoří j i v a r l a t a , n a d v a r l a t a , chámovod, přídatné pohlavní žlázy a p e n i s 

( P u g h a B a i r d , 2 0 1 2 ) . 
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Varlata - samčí párový pohlavní orgán, v němž dochází k tvorbě spermií a pohlavního 

h o r m o n u t e s t o s t e r o n u . Má vejčitý t v a r s z e s t r a n y j e mírně zploštělý. H m o t n o s t o b o u v a r l a t u 

dospělých samců s e p o h y b u j e k o l e m 2 0 0 - 4 0 0 g ( M a r v a n a k o l . , 1 9 9 8 ; P u g h a B a i r d , 2 0 1 2 ) . 

V a r l a t a j s o u uložena v šourku, k d e j e hlavní funkcí udržet pohlavní orgány v nižší teplotě, než 

j e t e p l o t a těla, protože uvnitř těla j e příliš vysoká t e p l o t a , která neumožňuje t v o r b u oplození 

schopných spermií ( C o t t l e , 2 0 1 0 ) . 

Nadvarle - z d e dochází k e shromáždění a dozrávání spermií. Má tři hlavní části - h l a v a , 

tělo a o c a s . H l a v a tvoří v horním pólu n a d v a r l a t a o c a s s e nachází n a dolním pólu, j e ukončen 

nadvarletním vývodem (Horák e t a l . , 2 0 0 4 ) . Vývod n a d v a r l a t u b e r a n a , který dále přechází 

v chámovod d o s a h u j e délky 5 2 - 5 8 c m (Červený, 2 0 1 1 ) . 

Chámovod - j e umístěn podél n a d v a r l e t e směrem n a h o r u ktříselnému kanálu. 

V pánevní dutině dochází k o d k l o n u o d cév a pokračuje dále samostatně, než s e oboustranné 

chámovody přiblíží, a n a k o n e c s e spojí v ejakulačním vývodu ( C o t t l e , 2 0 1 0 ) . 

Přídatné pohlavní žlázy - nachází s e v pánevní o b l a s t i u močové t r u b i c e . J e j i c h s e k r e t y 

vytváří s e m e n n o u p l a z m u . Skládají s e z e semenných váčků, které zajišťují c u k r y p r o e n e r g i i 

potřebnou p r o s p e r m i e . Dále žláza předstojná, j i n a k také nazývaná p r o s t a t a a bulbouretrální 

žlázy, které tvoří s e k r e t p r o n e u t r a l i z a c i zbytků k y s e l i n y močové v močové t r u b i c i (Věžník e t 

a l . , 2 0 0 4 ) . 

Pyj - pářící orgán, který slouží k t r a n s p o r t u s e m e n e d o pohlavního ústrojí s a m i c e . 

Základem j e párové topořivé těleso, houbovité těleso p y j e , močová t r u b i c e a pomocné s v a l y . 

M e z i pomocné s v a l y p y j e patří napřimovač a hladký zatahovač. Délka p y j e během e r e k c e j e u 

malých přežvýkavců 3 0 - 5 0 c m ( M a r v a n e t a l . , 1 9 9 8 ) 

4.4 Ejakulát 

Ejakulát j e t e k u t i n a složena z e d v o u hlavních částí. Skládá s e z buněčné složky ( s p e r m i e ) 

a z tekuté části, k t e r o u tvoří semenná p l a z m a . Má druhově s p e c i f i c k o u k o n z i s t e n c i , b a r v u i 

p a c h . U malých přežvýkavců bývá o b j e m ejakulátu menší, a l e j e z d e vyšší k o n c e n t r a c e spermií 

( M a r v a n a k o l . , 1 9 9 8 ) . O b j e m beraního ejakulátu j e z h r u b a 0 , 5 - 2 m l , v němž j e 1 , 5 - 5 , 0 x 1 0 9 

spermií n a 1 m l ( C o t t l e , 2 0 1 0 ) . 

4.4.1 Spermie 

S p e r m i e j s o u nejdůležitější složkou ejakulátu. Druhově specifický j e t v a r a v e l i k o s t 

spermií. Skládá s e z e d v o u hlavních částí, hlavičky a bičíku. Celková délka s p e r m i e j e 5 0 - 8 0 

u . m . Hlavička j e dlouhá 5 - 1 0 u.m a bičík 5 0 - 7 0 u . m . Hlavička j e zploštělá a má oválný t v a r . 
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Uvnitř j e kondenzovaný c h r o m a t i n , který o b s a h u j e d e o x y r i b o n u k l e o v o u k y s e l i n u 

nesoucí g e n e t i c k o u i n f o r m a c i . Přední část hlavičky j e k r y t a a k r o z o m e m (Jelínek a K o u d e l a , 

2 0 0 3 ) . Bičík j e s p o j e n s hlavičkou pomocí krčku, jehož délka j e 2 - 3 u . m . O b s a h u j e 

m i t o c h o n d r i e a cytoskeletární s t r u k t u r y , díky nimž umožňuje spermiím p o h y b ( H a f e z a H a f e z , 

2 0 0 0 ) . 

Základní o c h r a n u celé s p e r m i e tvoří dvouvrstvá cytoplazmatická membrána, která j e 

acidorezistentní a v y s o c e permeabilní. Cytoplazmatická membráně nepropouští některá 

b a r v i v a ( e o z i n , f l u o r o c h r o m y ) . K poškození p e r m e a b i l i t y může dojít při dlouhodobé k o n z e r v a c i 

spermií, což může mít za následek snížení oplozovací s c h o p n o s t i (Jelínek a K o u d e l a , 2 0 0 3 ) . 

P o u z e minimální množství spermií s e d o s t a n e d o v e j c o v o d u . J e n několik desítek spermií 

s e přiblíží k vajíčku, a p o u z e j e d n a s e účastní oplození ( R e e c e , 2 0 1 1 ) . 

4.4.2 Semenná plazma 

Vejakulátu má semenná p l a z m a největší objemový podíl, tvoří 7 0 - 7 5 % . Hlavním 

úkolem semenné p l a z m y j e vytvoření ideálního prostředí p r o s p e r m i e a o c h r a n a před 

nepříznivými v l i v y . Je z d r o j e m p r o výživu spermií ( M a r v a n a k o l . , 1 9 9 8 ) . O b s a h u j e bílkoviny, 

minerální látky, c u k r y , e n z y m y , k y s e l i n u citrónovou a a s k o r b o v o u a b i o l o g i c k y aktivní složky 

j a k o například p r o s t a g l a n d i n y , e s t r o g e n y a a n d r o g e n y (Jelínek a K o u d e l a , 2 0 0 3 ) . 

Semenná p l a z m a j e výsledným p r o d u k t e m přídatných pohlavních žláz, v a r l a t a 

n a d v a r l a t . Biochemické složení p l a z m y s e může lišit m e z i jednotlivými d r u h y zvířat. Semenná 

p l a z m a j e důležitá p r o přežití, m e t a b o l i s m u s a t r a n s p o r t spermií d o samičího pohlavního 

ústrojí. U beranů j e p H semenné p l a z m y mírně kyselé, t a t o v l a s t n o s t j e druhově specifická 

( J u y e n a a S t e l l e t t a 2 0 1 1 ) . 

U semenné p l a z m y beranů s e o b j e v u j e několik dalších s p e c i f i k v porovnání s jinými d r u h y 

hospodářských zvířat. Například u beranů b y l y n a l e z e n y specifické p r o t e i n y , j a k o například 

B e r d e f e n s i n a O v i s p i r i n , které mají antimikrobiální v l a s t n o s t i a m o h o u chránit s p e r m a před 

patogenními m i k r o o r g a n i s m y . Dále b y l a zjištěna vysoká k o n c e n t r a c e z i n k u v semenné plazmě 

beranů, který má významný v l i v n a k v a l i t u spermií ( A m i r i , 2 0 2 2 ) . 

4.5 Faktory ovlivňující kvalitu spermatu 

B e r a n i j s o u narozdíl o d samčího pohlaví plodní během celého r o k u . Přesto s e během 

r o k u k v a l i t a s p e r m a t u mění. Beraní ejakulát j e nejkvalitnější n a p o d z i m , což s e může o d r a z i t 

n a kvalitě zmrazených inseminačních dávek (Horák, 1 9 9 9 ) . N t e m k a ( e t a l . , 2 0 1 9 ) uvádí, že 

b e r a n i starší 1 3 l e t si stále zachovávají v y s o k o u k v a l i t u s p e r m a t u , přičemž roční období 

ovlivňuje f u n k c i membrány spermií a m o r f o l o g i i hlavičky. 
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U beranů s e p o z o r u j e sezónní v l i v n a složení semenné p l a z m y . V letních měsících s e 

zvyšuje k o n c e n t r a c e lipidů a hormonů, což může mít v l i v n a k v a l i t u spermií ( A m i r i , 2 0 2 2 ) . 

4.5.1 Výživa 

Z h r u b a 6 týdnů před zahájením odběru s p e r m a t u j e vhodné b e r a n y přikrmovat 

( M e n z i e s , 2 0 1 5 ) . P r o zlepšení k v a l i t y a p o h y b l i v o s t i spermií j e vhodné beranům a p l i k o v a t 

v i t a m i n E a s e l e n z h r u b a 6 - 8 týdnů před začátkem připouštění. Vhodné j e i umožnit přístup 

n a kvalitní p a s t v i n u a přikrmovat koncentrátem s o b s a h e m bílkovin. Ideální k o n d i c e b y měla 

být n a čísle 4 (Horák, 2 0 1 2 ) . V připouštěcím období musí být výživa zvířat kvalitní. Musí s e 

doplňovat C a , P a N a C I . Základem krmné dávky j e šťavnaté k r m i v o , s e n o , o v e s a d o s t a t e k v o d y . 

O b s a h bílkovin může být doplněn pomocí vlčích bobů ( M e n z i e s , 2 0 1 5 ) . U dospělých jedinců j e 

v e l i k o s t v a r l a t s n a d n o ovlivnitelná výživou. H m o t n o s t v a r l a t s e může p o h y b o v a t v rozmezí 1 0 0 

- 8 0 0 g . P r o d u k c e spermií j e ovlivněna i velikostí o b v o d u šourku. S nárůstem v a r l a t a vyšší 

produkcí spermií j e i zvyšován požadavek n a množství bílkovin a e n e r g i e ( G o o t w i n e , 2 0 1 6 ) . 

Důležitá j e i k o n t r o l a zubů, protože s t a v c h r u p u může o v l i v n i t příjem k r m i v a ( A x m a n n , 2 0 1 2 ) . 

4.5.2 Zdravotní stav 

Zásadní j e k o n t r o l a zdravotního s t a v u j e d i n c e . Před připouštěním j e vhodné b e r a n y 

odčervit i v a k c i n o v a t . Dále j e dobré ostříhat v l n u z důvodu spermiogenní činnosti a pohlavní 

a k t i v i t y v době připouštění ( L o u d a , 2 0 0 1 ) . 

Důležitá j e i péče o p a z n e h t y . V přípravném období j e potřeba z a j i s t i t ošetření paznehtů 

(Horák, 2 0 1 2 ) . Jakékoli narušení zdravotního s t a v u , které způsobuje b o l e s t může snížit 

reprodukční výkonnost. B e r a n i s onemocněním pohlavního ústrojí b y měli být i h n e d léčeni 

n e b o brakováni ( C o t t l e , 2 0 1 0 ) . Probíhá i k o n t r o l a pohlavních orgánů, během které s e 

k o n t r o l u j e v e l i k o s t a k o n z i s t e n c e v a r l a t , n a d v a r l a t , s c h o p n o s t vysunutí p y j e a čistota 

předkožky ( L o u d a a Hegedúšová, 2 0 0 9 ) . 

4.5.3 Věk 

Beránci dosahují pohlavní dospělosti v e věku 3 - 6 měsíců, záleží však n a p l e m e n i , 

zdravotním s t a v u a výživě. Chovatelské dospělosti dosahují o v c e v 7 - 1 0 měsících při dosažení 

z h r u b a 7 0 % z konečné h m o t n o s t i . V r c h o l p l o d n o s t i j e u ovcí m e z i 3 - 5 r o k e m života. P o 

dosažení 6 l e t začíná p l o d n o s t k l e s a t (Kuchtík e t a l . , 2 0 0 7 ) . D l e Horáka ( 2 0 1 2 ) s e raná p l e m e n a 

zařazují d o c h o v u v e věku 8 - 1 0 měsíců a ostatní v e 1 2 - 1 8 měsících. Významnějším a s p e k t e m 

něž věk j e stupeň tělesného vývoje a vývoj v a r l a t . H a s s a n ( 2 0 0 9 ) uvádí, že b y l a zjištěna vyšší 

a k t i v i t a spermií u beranů starších d v o u l e t ( 7 5 - 7 6 % ) než u ročních beranů ( 6 8 % ) . 
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4.6 Odběr ejakulátu 

N a odběr ejakulátu j e potřeba plemeníka postupně n a v y k a t . Úkolem j e n a p o d o b i t s i t u a c i 

j a k o při přirozené p l e m e n i t b e . P r o t e n t o účel můžeme použít f a n t o m , jiného b e r a n a n e b o o v c i . 

Navykání n a odběr s p e r m a t u b y mělo být postupné. Následně s e i n t e r v a l y m e z i odběry 

zkracují. Během přípravného období s e i zvyšuje k v a l i t a s p e r m a t u (Štole e l a l . , 2 0 0 7 ) . 

4.6.1 Odběr semene do umělé vagíny 

Vlastní odběr s e provádí pomocí umělé vagíny, která s e skládá z vnějšího válcovitého 

pláště (tepelně odolného p l a s t u ) a měkké vnitřní vložky. Místo m e z i vnějším pláštěm a vnitřní 

vložkou j e naplněno z h r u b a z p o l o v i n y t e p l o u v o d o u ( 4 2 - 45°C), a z b y t e k j e d o f o u k n u t 

v z d u c h e m . Vrchní vstupní část j e vymazána parafínem n e b o vazelínou. Sběrné místo p r o 

ejakulát j e n a druhém k o n c i . 

V e chvíli, k d y skočí b e r a n n a f a n t o m a , t a k s e p e n i s mírně odkloní d o s t r a n y a j e vložen 

d o umělé vagíny. U začínajících beranů j e vhodné, a b y měl n a začátku přístup k říjící b a h n i c i 

( C o t t l e , 2 0 1 0 ) . 

Odběr s e většinou provádí 1 - 2 x denně, 5 dní v týdnu. U mladých n e b o začínajících 

beranů j e t a t o f r e k v e n c e nižší. V připouštěcím období l z e o d j e d n o h o b e r a n a získat v průměru 

5 0 - 2 0 0 inseminačních dávek za týden ( L o u d a a Hegedúšová, 2 0 0 9 ) . 

4.6.2 Odběr semene elektroejakulací 

E l e k t r o e j a k u l a c e j e m e t o d a , při níž dochází k vyvolání peristaltické k o n t r a k c e 

pohlavních vývodných c e s t . Prostřednictvím elektrických impulzů s e stimulují pánevní n e r v y . 

Elektrické i m p u l z y j s o u v rozmezí 0 - 1 5 V . P r o jednotlivé d r u h y zvířat existují specifická 

schémata p r o pozvolný nárůst napětí. Nevýhodou této m e t o d y j e počáteční i n v e s t i c e d o 

vybavení a případná s e d a c e n e b o anestézie zvířat ( K o s e t a l . , 2 0 1 9 ) . P r o s t i m u l a c i beranů j e 

doporučena křivka o d výrobce přístroje p r o malé přežvýkavce, k d e j e n e j p r v e potřeba docílit 

e r e k c e , a následně e j a k u l a c e , t o probíhá vzestupně o d 0 , 5 d o 5 V ( p o 0 , 5 V ) při celkových 4 0 

c y k l e c h s t i m u l a c e (Minitúbe manuál, 2 0 1 8 ) . 

D l e s t u d i e s e uvádí, že s p e r m a získané pomocí e l e k r o e j a k u l a c e j e vhodnější p r o 

k r y o k o n z e r v a c i než ejakulát odebraný pomocí umělé vagíny. S p e r m a odebrané pomocí umělé 

vagíny mělo vyšší p r o c e n t o poškození. P r o t i t o m u odběr d o umělé vagíny n e b o pomocí 

e l e k t r o e j a k u l a c e nemá v l i v n a k v a l i t u semenné p l a z m y ( L e d e s m a e t a l . , 2 0 1 5 ) . Pomocí 

e l e k t r o e j a k u l a c e l z e získat vyšší počet živých buněk b e z poškození a k r o z o m u (Jiménez e t a l . , 

2 0 0 5 ) . 
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4.7 Hodnocení kvality spermatu 

Odebrané s p e r m a j e nutné označit, a i h n e d přemístit d o laboratoře p r o makroskopické 

a mikroskopické posouzení. Beraní ejakulát j e charakteristický menším o b j e m e m , t e n s e 

p o h y b u j e o d 1 d o 1,5 c m 3 ( L o u d a , 2 0 0 1 ) . K v a l i t a s p e r m a t u j e úzce s p j a t a s ročním obdobím. 

V podzimním období bývá k v a l i t a nejlepší, p r o t o j e vhodné používat t y t o inseminační dávky. 

N a jaře l z e p o z o r o v a t mírné zlepšení k v a l i t y s p e r m a t u , hlavně c o s e týče j e j i c h a k t i v i t y . B a r a n i , 

kteří j s o u chováni v inseminační s t a n i c i mívají vyšší k v a l i t u s p e r m a t u , než b e r a n i používáni p r o 

přirozenou p l e m e n i t b u ( L o u d a a Hegedušová, 2 0 0 9 ) . 

Je nutné brát o h l e d n a v a r i a b i l i t u výsledků m e z i jednotlivými laboratořemi. Z a poslední 

r o k y b y l a snížena c h y b o v o s t díky automatickým systémům, protože většina analýz probíhá 

pomocí počítače. Je z d e však stále lidský f a k t o r , který může o v l i v n i t výsledek. Jedná s e 

především o m a n i p u l a c i , ředění, v l i v p r o s t r e d i a další (Baláži e t a l . , 2 0 2 0 ) . 

4.7.1 Makroskopické posouzení 

Během makroskopického hodnocení s e p o s u z u j e b a r v a , z r n i t o s t , zápach a o b j e m , který 

zjistíme pomocí p i p e t y s přesností 0 , 1 c m 3 ( L o u d a , 2 0 0 1 ) . O b j e m ejakulátu b y měl být 0 , 5 -

2 m l , může být ovlivněn věkem, p l e m e n e m , hmotností, ročním obdobím n e b o způsobem 

odběru (Gamčíka Kozumplík, 1 9 9 2 ) . 

K o n z i s t e n c i a z r n i t o s t p o s u z u j e m e pomocí dopadajícího n e b o procházejícího světla. 

S p e r m a b y mělo být neprůhledné, husté s v y s o k o u v i s k o z i t o u . 

B a r v a s p e r m a t u b y s e měla p o s u z o v a t n a dobrém světle. Optimální j e krémová až 

mléčně bílá b a r v a . V některých případech může být b a r v a až šedá, t o s i g n a l i z u j e přítomnost 

i n f e k c e . S p e r m a zbarvené žlutě n e b o zeleně značí příměs h n i s u , moče n e b o nežádoucích 

mikroorganismů. Takový ejakulát v e l m i zapáchá a j e z n e h o d n o c e n . Nevhodný j e i ejakulát 

s příměsí k r v e ( L o u d a , 2 0 0 1 . , Gamčík a Kozumplík, 1 9 9 2 ) . 

P a c h n e b o přítomnost cizích příměsí p o s u z u j e m e s e n z o r i c k y . H o d n o t u p H zjistíme 

pomocí p H m e t r u , n e b o diagnostickými proužky ( K o s e t a l . , 2 0 1 9 ) . H o d n o t a p H u b e r a n a s e 

p o h y b u j e v rozmezí 6 , 4 - 7 , 2 . Zvýšení p H n a d 7 značí p o k l e s k o n c e n t r a c e spermií. Odebrané 

s p e r m a má zápach p o b e r a n o v i (vlně). Změna zápachu u k a z u j e n a změnu k v a l i t y ejakulátu 

(Gamčíka Kozumplík, 1 9 9 2 ) . 

4.7.2 Mikroskopické vyšetření 

Mikroskopické posouzení nám umožní o d h a l i t poškození, p o h y b l i v o s t a a b n o r m a l i t y 

spermií ( A i s e n , 2 0 0 4 ) . 
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Hemocytometrické stanovení v komůrkách j e základní vyšetřovací m e t o d o u . Jedná s e 

o nejstarší m e t o d u manuálního počítání buněk. T a t o m e t o d a j e v e l m i levná, a l e časově 

náročná. V každé počítací komůrce j e v y r y t a mřížka, díky které s i můžeme určit daný s e k t o r . 

V z o r mřížky s e může lišit d l e výrobce. Používají s e 3 t y p y komůrek - Bůrkrova, N e u b a u e r o v a a 

T h o m o v a . S p e r m a s e n e j p r v e naředí Hayemovým r o z t o k e m , n e b o hypertonickým r o z t o k e m 

N a C I k d e v i t a l i z a c i spermií a důkladně h o m o g e n i z o v a t . D l e d r u h u zvířete ředíme l O O x n e b o 

2 0 0 x . Naředěný v z o r e k dáme d o komůrky a p o z o r u j e m e p o d zvětšením 2 0 0 x n e b o 4 0 0 x . 

Počítáme s p e r m i e , které s e nachází uvnitř stanoveného s e k t o r u . Díky spočítání spermií j e 

p o t o m umožněn výpočet k o n c e n t r a c e . ( K o s e t a l . , 2 0 1 9 . , B r i t o e t a l . 2 0 1 6 . , H a n s e n 2 0 1 1 ) . 

4.7.3 Průtoková cytometrie 

Jedná s e o široce používanou m e t o d u p r o analýzu spermií a p o m a l u n a h r a z u j e časově 

náročné t e c h n i k y , které j s o u i s větší chybovostí. Její s c h o p n o s t a n a l y z o v a t více c h a r a k t e r i s t i k 

spermií n a j e d n o u z ní činí s l i b n o u m e t o d u p r o analýzu k v a l i t y spermií, které sledují i n t e g r a c i 

různých testů k dosažení lepšího pochopení funkčnosti spermií. Zlepšuje s e c i t l i v o s t 

fluorescenčních s o n d a t e c h n i k a značení (Martínez-Pastor, e t a l . , 2 0 1 0 ) . 

Průtokovou c y t o m e t r i i l z e z a h r n o u d o v y s o c e výkonných t e c h n i k , protože j e z d e 

s c h o p n o s t a n a l y z o v a t tisíce buněk během několika s e k u n d , a během t o h o dokáže z a c h y t i t 

m n o h o vlastností každé z n i c h (Martínez-Pastor, e t a l . , 2 0 1 0 ) . Vyhodnocenítakového množství 

spermatických buněk j a k o u c y t o m e t r u n e d o v o l u j e žádná předchozí m e t o d a ( P e n a , 2 0 1 5 ) . 

I přes velký počet analyzovaných spermií t a t o automatizovaná m e t o d a m i n i m a l i z u j e 

statistické c h y b y . T y t o důležité v l a s t n o s t i podporují její používání p r o rutinní analýzu ( N i u , Z. 

H. , e t a l . , 2 0 1 1 ) . P r i n c i p e m j e průchod jednotlivých buněk měřícím zařízením. Označené 

s p e r m i e poháněny laminárním t o k e m procházejí j e d n a p o druhé k y v e t o u , k d e j s o u osvětlena 

jedním n e b o více l a s e r y . Průtokový c y t o m e t r využívá l a s e r y p r o zaznamenání a rozptýlení 

světelných signálů. T y t o signály j s o u následně z a c h y c e n y d e t e k t o r y , kterými m o h o u být 

fotodiódy n e b o fotonásobiče. Rozptýlené n e b o emitované světlo j e filtrováno z r c a d l y a f i l t r y 

a dostává s e k několika fotodetektorům, k d e j s o u signály zesíleny. Signál j e převeden d o 

elektronického signálu, který již může a n a l y z o v a t počítač. P r o analýzu v počítači j e potřeba 

příslušný s o f t w a r e . Průtokový c y t o m e t r rozezná některá fluorescenční b a r v i v a , díky kterým 

může d e t e k o v a t D N A , životaschopnost, poškození buňky a další ( M c K i n n o n , 2 0 1 8 . , S h a p i r o , 

2 0 0 3 . , Martínez-Pastor, 2 0 1 0 ) . 

U c y t o m e t r u probíhá dělení n a základě d v o u měření, fyzikálního n e b o chemického. U 

fyzikálního měření zaznamenáváme přední r o z p t y l ( f o r w a r d s c a t t e r ) a boční r o z p t y l ( s i d e 

s c a t t e r ) . Pomocí předního r o z p t y l u j e možné o d h a d n o u t v e l i k o s t procházející buňky. Dále 

dokáže rozlišit živá a mrtvé buňky. Boční r o z p t y l nám udává i n f o r m a c e o vnitřní struktuře 
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buňky ( J a h a n - T i g h , e t a l . , 2 0 1 2 ) . N a buňky s e předem váže fluorescenční b a r v i v o ( f l u o c h r o m y ) , 

které následně absorbují a emitují světlo určité vlnové délky. Díky fluorescenčním barvivům 

l z e s l e d o v a t narušení s t r u k t u r buněk. T a k t o l z e d e t e k o v a t změny mitochondriálního 

membránového potenciálu (Pekarčíková e l a l . , 2 0 1 4 ) . 

Protože žádná dosavadní m e t o d a není s c h o p n a spočítat všechny odebrané s p e r m i e , j e 

potřeba vytvořit dílčí v z o r e k . Cílem j e získat reprezentativní v z o r e k , který o b s a h u j e dostatečný 

počet spermií, a b y m o h l o být p r o v e d e n o počítání. Míra ředění s e u beranů může p o h y b o v a t 

o d 1 : 1 0 0 0 u v y s o c e koncentrovaných vzorků. Stanovení k o n c e n t r a c e spermií j e důležitou 

součástí analýzy odebraného s p e r m a t u . Běžné použití průtokového c y t o m e t r u j e však 

nákladné. J e h o pořizovací h o d n o t a j e vysoká. P r o přípravu a vyhodnocení vzorků j e potřeba 

zkušený pracovník. ( B r i t o e t a l . , 2 0 1 6 ) . 

Využívá s e p r o hodnocení k v a l i t y spermií. Jedná s e o analýzu jednotlivých buněk n a 

základě fluorescenčního signálu. Následně dochází k roztřídění buněk d o definovaných 

subpopulací. Hodnotí s e potenciál spermií, i n t e g r i t a p l a z m y , membrána a k r o z o m u , D N A a 

další. B a r v i v a s e vždy vážou n a s p e c i f i c k o u buněčnou s t r u k t u r u (Grieblová, 2 0 1 8 ) . T y t o a s p e k t y 

l z e v y h o d n o t i t v jakémkoli v z o r k u zvířecího s p e r m a t u (Vašíček, e t a l . , 2 0 2 2 ) 

Martínez-Pastor ( e t a l . , 2 0 1 0 ) v e své s t u d i i uvádí několik b a r v i v , p r o použití během této 

m e t o d y . M e z i základní b a r v i v a patří M i t o t r a c k e r G r e e n F M . T o t o fluorescenční b a r v i v o s e 

selektivně váže n a funkční m i t o c h o n d r i e , což umožňuje k v a n t i f i k o v a t počet a k v a l i t u 

mitochondrií v s p e r m a t u . Dále s e používá P r o p i d i u m j o d i d k d e t e k c i mrtvých spermií. 

Neproniká d o živé s p e r m i e , a l e proniká d o s p e r m i e s poškozenou membránou, k d e s e váže n a 

D N A . B a r v i v o S Y B R - 1 4 s e používá k d e t e k c i živých spermií. T o j e schopné p r o n i k n o u t d o 

spermatické membrány a navázat s e n a D N A , což umožňuje d e t e k c i živých spermií. P r o d e t e k c i 

akrozomální i n t e g r i t y spermií použili F I T C - P N A ( f l u o r e s c e i n i s o t h i o c y a n a t e - p e a n u t 

a g g l u t i n i n ) . A k r o z o m j e s t r u k t u r a , která umožňuje s p e r m i i p r o n i k n o u t d o vajíčka. P o k u d j e 

a k r o z o m poškozen, j e narušena fertilizační s c h o p n o s t spermií. 

Autorům Martínez-Pastor, e t a l . ( 2 0 1 0 ) uvádí, že použití H o e c h s t 3 3 3 4 2 umožňuje 

rychlé a přesné měření chromatinové s t r u k t u r y spermií. Konkrétně s e j e d n a l o o stanovení t z v . 

i n d e x u D N A f r a g m e n t a c e , k d e s e udává p r o c e n t o buněk s poškozenou c h r o m a t i n o v o u 

s t r u k t u r o u . Použití b a r v i v a H o e c h s t 3 3 3 4 2 umožňuje odlišit s p e r m i i s intaktní a poškozenou 

c h r o m a t i n o v o u s t r u k t u r o u . 
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Obrázek č. 1: Průtokový c y t o m e t r v laboratoři ( A r c h i v A u t o r a ) 

4.7.4 CASA 

Z k r a t k a p r o " C o m p u t e r - A s s i s t e d S p e r m A n a l y s i s " jedná s e o m e t o d u p r o kvantitativní 

a kvalitativní analýzu spermií. T a t o m e t o d a s e využívá při posuzování k v a l i t y spermií. Je 

založena n a digitálním zpracování o b r a z u s p e r m i e . Počítačový p r o g r a m v y h o d n o c u j e různé 

p a r a m e t r y , j a k o například p o h y b l i v o s t , r y c h l o s t , m o r f o l o g i e a k o n c e n t r a c e spermií. T a t o 

m e t o d a j e rychlejší a přesnější než tradiční manuální m e t o d y ( A m a n n a n d W a b e r s k i , 2 0 1 4 ) . 

C A S A umožňuje rychlé a v c e l k u levné mikroskopické hodnocení spermií. Je z d e 

poměrně přesný o d h a d k o n c e n t r a c e a m o t i l i t y spermií. P r i n c i p e m j e v i z u a l i z a c e a d i g i t a l i z a c e 

spermií pomocí m i k r o s k o p u , a pomocí daného s o f t w a r u dochází k e zpracování a analýze 

snímků (Baláži e t a l . , 2 0 2 0 ) . 

Jedná s e o standardní způsob p r o hodnocení m o t i l i t y a kinetických vzorců spermií. 

P o s k y t u j e objektivní d a t a o p o h y b u spermií v řádech tisíců. Výsledná d a t a může o v l i v n i t 

nastavení snímkové f r e k v e n c e , snímkového p o l e , t e p l o t a při rozmrazování, k o n c e n t r a c e 

v z o r k u a média, která b y l a použita p r o ředění. Snímková f r e k v e n c e významně ovlivňuje 

p a r a m e t r y m o t i l i t y . Vysoká k o n c e n t r a c e v z o r k u výrazně o m e z u j e provedení správné analýzy. 

Médium, které s e použije p r o ředění v z o r k u má zásadní v l i v n a d e t e k c i hlavičky, s čímž souvisí 

výsledky o motilitě spermií ( C o n t r i e t a l . , 2 0 1 0 ) . 

Umožňuje přesnou k v a n t i f i k a c i různých parametrů spermií, j a k o j s o u r y c h l o s t p o h y b u , 

počet pohybů, t r a j e k t o r i e , v e l i k o s t a t v a r h l a v y , délka o c a s u a další. T y t o p a r a m e t r y j s o u 

důležité p r o d i a g n o s t i k u a hodnocení k v a l i t y spermií, stejně j a k o p r o o p t i m a l i z a c i t e c h n i k 

umělé i n s e m i n a c e a asistované r e p r o d u k c e ( A m a n n a n d W a b e r s k i , 2 0 1 4 ) . 
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M o t i l i t a i progresivní m o t i l i t a j e udávána v %, další h o d n o t y , které s e dají pomocí C A S A 

m e t o d y získat j s o u průměrná r y c h l o s t dráhy v u . m / s ( V A P ) , přímá r y c h l o s t v u . m / s ( V S L ) , 

křivočará r y c h l o s t v u . m / s ( V C L ) , a m p l i t u d a posunutí hlavičky v u.m ( A L H ) , křížová f r e k v e n c e 

v H z ( B C F ) , přímost v % ( S T R ) , l i n e a r i t a v % ( L I N ) ( G o o v a e r t s e t a l . , 2 0 0 6 ) . 

Obrázek č. 2 : Přístroj p r o m e t o d u C A S A ( A r c h i v A u t o r a ) 

4.8 Konzervace beranino spermatu 

K r y o k o n z e r v a c e může p o s k y t o v a t genetické z d r o j e velkému počtu s a m i c o d malého 

počtu g e n e t i c k y cenných plemeníků. Rozhodující j e o p t i m a l i z a c e kryokonzervačních postupů 

p r o dosažení c o nejvyšší k v a l i t y s p e r m a t u p o rozmrazení ( M a s o u d i e t a l . , 2 0 1 6 ) . 

Zmrazené s p e r m a umožňuje rozšíření genů n a národní i mezinárodní úrovni. Je 

skladováno v kapalném dusíku při teplotě -196°C. Díky zmrazení j s o u z a s t a v e n y metabolické 

r e a k c e spermií, což umožňuje dlouhodobé uchování genetického materiálu ( A i s e n , 2 0 0 4 ) . 

Pomocí k r y o k o n z e r v a c e j e minimalizována drahá přeprava zvířat. Dochází k e l i m i n a c i 

s t r e s u , poranění zvířat a přenos onemocnění. T a t o m e t o d a umožňuje záchovu genetického 

materiálu u zvířat, kterým hrozí vyhynutí a zachovává g e n e t i c k o u i n f o r m a c i u p l e m e n , u 

kterých dochází k neustálému šlechtění za účelem lepší užitkovosti ( G i b b o n s e t a l . , 2 0 1 9 ) . 
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K o n z e r v a c e může být buď krátkodobá n e b o dlouhodobá. Krátkodobá k o n z e r v a c e j e p o 

d o b u 8 - 1 2 h o d i n , a používají s e stejná ředila j a k o u býčího ejakulátu ( A N D R O M E D , O V I P R O , 

T R Y L A D Y L , mléčné ředidlo). Ejakulát naředěný komerčními ředidly ( a n d r o m e d , t r y l a d y l , 

o v i p r o ) j e s c h o p e n oplození i p o 4 0 hodinách, ovšem pravděpodobnost zabřeznutí s e výrazně 

snižuje ( L o u d a a Hegedušová, 2 0 0 9 ) . 

U dlouhodobé k o n z e r v a c e s e ejakulát naředí a naplní d o p e j e t , které mají o b j e m 0 , 2 5 

- 0 , 5 0 c m 3 . T e p l o t a během ředění b y měla být k o l e m 30°C. E k v i l i b r a c e probíhá při teplotě 5°C 

z h r u b a 1 ,5 - 2 h o d i n y . Mražení p e j e t s e provádí v horizontální p o l o z e 3 - 4 c m n a d h l a d i n o u 

tekutého dusíku, který má t e p l o t u - 8 0 až -100°C p o 8 minutách s e p e j e t y vloží d o k o n t e j n e r u 

s tekutým dusíkem ( L o u d a a n d Hegedušová, 2 0 0 9 ) . 

J e d n o u z dalších m e t o d zmrazení s p e r m a t u j e V i t r i f i k a c e , při které s e t e k u t i n a r y c h l e 

ochladí n a extrémně nízkou t e p l o t u ( - 1 9 6 °C) pomocí kryoprotektivních látek a následně s e 

uchovává v kapalném dusíku. Používá s e i u zvířat k zachování j e j i c h reprodukčních buněk 

( s p e r m i e , vajíčka) a k r y o k o n z e r v a c i embryí p r o reprodukční účely. Ukázala s e j a k o účinná 

m e t o d a p r o k r y o k o n z e r v a c i s p e r m i e různých druhů zvířat, včetně hospodářských zvířat a 

ohrožených druhů. Výhody v i t r i f i k a c e v porovnání s tradičními m e t o d a m i j e r y c h l o s t p r o c e s u , 

snížené r i z i k o poškození buněk ledovými k r y s t a l y a zvýšenou úspěšnost při postupné 

r e g e n e r a c i buněk p o rozmrazení ( M a , e t a l . , 2 0 1 7 ) . 

U ovcí j e hlavním problémem při k r y o k o n z e r v a c i s p e r m a t u nízká k o n c e n t r a c e spermií 

v ejakulátu, a j e j i c h vysoká v a r i a b i l i t a m e z i jednotlivými j e d i n c i . Odborníci s e snaží 

o p t i m a l i z o v a t p r o t o k o l y k r y o k o n z e r v a c e , včetně přidání kryoprotektantů a použití různých 

m e t o d k o n c e n t r a c e spermií před zmrazením. Kromě t o h o b y l y v y v i n u t y nové t e c h n i k y , j a k o 

j s o u inovativní e x t e n d e r y a v i t r i f i k a c e s p e r m a t u , které mají za cíl zlepšit účinnost 

k r y o k o n z e r v a c e s p e r m a t u u ovcí (Yánez-Ortiz, e t a l . , 2 0 2 1 ) . 

Během k r y o k o n z e r v a c e může dojít k poškození spermií. M e z i nejčastější subletální 

změny v průběhu k r y o k o n z e r v a c e patří m o d i f i k a c e v e složení a p r o p u s t n o s t i membrány, 

nadměrná p r o d u k c e reaktivních f o r e m kyslíku ( R O S ) , změny o b s a h u bílkovin a lipidů. Dále 

dochází k poškození mitochondriální a k t i v i t y , úbytku A T P a snížení m o t i l i t y spermií ( P e r i s - F r a u 

e t a l . , 2 0 2 0 ) . 

V semenné plazmě s e vyskytují p r o t e i n y „binder o f s p e r m p r o t e i n s ( B S P s ) " , které mají 

v y s o c e ochranné účinky n a beraní s p e r m i e během chladového šoku. Jedná s e o protikladné 

tvrzení v e v z t a h u k býčím spermiím. T a m B S P s způsobují poškození spermií, během 

m a n i p u l a c e i n v i t r o ( P i n i e t a l . , 2 0 1 8 ) . 
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D l e H a r a i r y e t a l . , ( 2 0 1 8 ) b y l o při přidání ethanolového e x t r a k t u z p r o p o l i s u d o roztoků p r o 

uchovávání s e m e n beranů sledováno, j a k t a t o přísada ovlivňuje k v a l i t u s p e r m a t u ( j e h o 

c h a r a k t e r i s t i k y ) , poškození lipidových m o l e k u l a e n z y m a t i c k o u a k t i v i t u v semenné plazmě 

během chlazení s p e r m a t u . Výsledky naznačují, že přídavek p r o p o l i s u může zlepšit některé 

p a r a m e t r y s p e r m a t u , snížit poškození lipidů a m o d u l o v a t e n z y m a t i c k o u a k t i v i t u v semenné 

plazmě. T o může přispět k e zlepšení k v a l i t y a u c h o v a t e l n o s t i s p e r m a t u p r o umělé oplodnění u 

beranů. 

Obrázek č. 3: K o n t e j n e r s inseminačními dávkami ( A r c h i v A u t o r a ) 

4.9 Rozmrazení ID 

Při rozmrazování s p e r m a t u dochází k řadě nepříznivých vlivů, které m o h o u negativně 

o v l i v n i t k v a l i t u s p e r m a t u , a tím i j e h o s c h o p n o s t o p l o d n i t vajíčka. M e z i t y t o f a k t o r y patří 

například oxidatívni s t r e s , který může poškodit membrány spermií a způsobit j e j i c h d e f o r m a c i 

a f r a g m e n t a c i D N A (Yánez-Ortiz, e t a l . , 2 0 2 1 ) . 

K rozmrazování p e j e t dochází buď z důvodu i n s e m i n a c e n e b o hodnocení k v a l i t y dávek. 

P o s t u p u j e s e opatrně, t a k že s e d o h r d l a k o n t e j n e r u v y s u n e závěs s dávkami, a b y b y l o možné 

j e i d e n t i f i k o v a t . V t o m t o případě j e nutné p o s t u p o v a t v e l m i r y c h l e . Když s e dávky začínají 

r o z m r a z o v a t , a poté s e opět zmrazují v tekutém dusíku uvnitř k o n t e j n e r u může dojít k j e j i c h 
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znehodnocení. P e j e t y určené k rozmrazení s e v y j m o u p e a n e m n e b o p i n z e t o u , a poté s e i h n e d 

ponoří d o vodní lázně (Šimoník, e t a l . , 2 0 1 6 ) . 

A b y b y l o možné m i n i m a l i z o v a t negativní účinky rozmrazování, výzkumníci zkoumají 

různé p o s t u p y , j a k o j e například přidání různých antioxidantů d o kryokonzervačního média 

n e b o použití různých t e c h n i k rozmrazování, j a k o j e postupné zvyšování t e p l o t y n e b o použití 

speciálního zařízení p r o rozmrazování. T y t o p o s t u p y mají za cíl m i n i m a l i z o v a t škodlivé účinky 

r o z m r a z o v a n i a zlepšit úspěšnost k r y o k o n z e r v a c e s p e r m a t u u zvířat (Yánez-Ortiz, e t a l . , 2 0 2 1 ) . 

P r o rozmrazení inseminačních dávek s e používá vodní lázeň o teplotě 3 5 - 3 7 °C. D o b a 

p r o přemístění I D z k o n t e j n e r u d o v o d y b y neměla překročit 5 s e k u n d . V případě rozmrazení 

více dávek současně b y neměl být převýšen počet 3 p e j e t . Inseminační dávky s e v e vodní lázni 

rozmrazí d o 4 0 s e k u n d . P o rozmrazení b y měla d o 1 5 m i n u t následovat i n s e m i n a c e . 

Rozmrazené dávky již není možné opětovně z m r a z i t a vrátit zpět d o k o n t e j n e r u ( L o u d a e t a l . , 

2 0 0 8 ) . 

E x i s t u j e několik speciálních zařízení, která s e používají k rozmrazení s p e r m a t u . Jedním z 

těchto zařízení j e t z v . termočlánkový systém, který umožňuje postupné a kontrolované 

zvyšování t e p l o t y vzorků s p e r m a t u . T e n t o systém umožňuje rychlejší rozmrazení s p e r m a t u a 

m i n i m a l i z u j e t a k účinky s t r e s u n a buňky s p e r m a t u . Dalším zařízením j e speciální vodní lázeň, 

která dokáže udržovat stabilníteplotu vzorků s p e r m a t u během rozmrazování. T a t o vodní lázeň 

umožňuje rychlé a efektivní rozmrazování s p e r m a t u , aniž b y došlo k j e h o přehřátí n e b o změně 

t e p l o t y (Yánez-Ortiz, e t a l . , 2 0 2 1 ) . 

S t u d i e N e m a e t a l . , ( 2 0 0 9 ) z k o u m a l a rozmrazení v 5 °C p o d o b u 8 m i n u t a další způsob 

pomocí mikrovlnné t r o u b y 3 6 0 W p o d o b u 2 5 s e k u n d . Výsledky ukázaly, že rozmrazení v e 

vodní lázni b y l o vhodné p r o zachování k v a l i t y spermií. N a o p a k rozmrazení v mikrovlnné troubě 

b y l o z h l e d i s k a poškození buněk destruktivní a t a t o m e t o d a n e b y l a dále doporučena. 

D a g h i g h e t a l . , ( 2 0 1 8 ) uvádí v e své práci čtyři různé p o s t u p y rozmrazení. V j e j i c h s t u d i i 

b y l o zjištěno, že pomalé rozmrazování v e vodní lázni o teplotě 3 7 °C p o d o b u 1 0 s e k u n d mělo 

nejlepší v l i v n a k v a l i t u s p e r m a t u beranů p l e m e n e G h e z e l . T e n t o p o s t u p v e d l k nejvyššímu 

p r o c e n t u motilních spermií a nejnižšímu poškození buněk. N a o p a k , nejhorší v l i v n a k v a l i t u 

s p e r m a t u mělo rychlé rozmrazování v e vodní lázni o teplotě 6 0 °C p o d o b u 4 s e k u n d . 

W a n g e t a l . ( 2 0 2 1 ) s e v e své práci věnovali rozmrazování kančích inseminačních dávek 

v různých časech a vyšších teplotách. Výsledky ukázaly, že pomalé rozmrazování při teplotě 

3 7 °C b y l o nejlepší p r o zachování p o h y b l i v o s t i spermií a m i n i m a l i z a c i poškození buněk. 

Rychlejší rozmrazování při vyšší teplotě, zejména při teplotě 7 0 °C, v e d l y k většímu poškození 

spermií a horší kvalitě inseminační dávky. Konkrétně s e ukázalo, že r y c h l o s t rozmrazování 

ovlivňuje r y c h l o s t a délku p o h y b u spermií, počet buněk s poškozenými membránami a počet 

buněk s poškozenou D N A . 
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Dále Šichtař e t a l . , ( 2 0 1 7 ) uvádí, že při rozmrazování hřebčího ejakulátu j e n u t n o držet 

s e p r o t o k o l u výrobce ředidla ejakulátu. T e p l o t a vhodná p r o rozmrazování inseminačních 

dávek hřebců j e 3 7 - 4 6 °C p o d o b u 1 5 - 2 0 s e k u n d . 

P o s t u p při rozmrazování p e j e t s ejakulátem p s a j e obdobný, p e j e t y s e vloží d o vodní 

lázně o teplotě 3 8 °C p o d o b u 6 0 s e k u n d (Šimoník, e t a l . , 2 0 1 6 ) . 

4.9.1 Faktory ovlivňující kvalitu ID 

F a k t o r , který může o v l i v n i t výslednou k v a l i t u inseminační dávky může být p o s t u p 

chlazení během k r y o k o n z e r v a c e ( M u i n o e t a l . , 2 0 0 9 ) . Před zmrazením s e používá 

k r y o p r o t e k t a n t , který s e přidává k e spermiím. Výběr k r y o p r o t e k t a n t u může o v l i v n i t k v a l i t u 

s p e r m a t u , má chránit buňky před poškozením při z m r a z o v a n i a rozmrazování. 

R y c h l o s t rozmrazení má také velký v l i v n a s p e r m i e . Příliš rychlé rozmrazení může vést 

k poškození buněk, n a o p a k pomalé rozmrazení může zapříčinit nízkou životaschopnost. 

Podobné negativní účinky může mít i použití nízkých n e b o vysokých t e p l o t během rozmrazení. 

V l i v n a k v a l i t u inseminačních dávek může mít i neodborná m a n i p u l a c e ( L o u d a e t a l . , 

2 0 0 8 ) . 

J a k v e své s t u d i i uvádí Šichtář e t a l . , ( 2 0 1 8 ) k v a l i t u rozmrazených inseminačních dávek 

může o v l i v n i t i t y p použitého o b a l u , v e kterém j e inseminační dávka uchovávána. Z k o u m a l i 

v l i v o b a l u j a k u dobře, t a k špatně mrazitelných hřebců. N a základě výsledků b y l o zjištěno, že 

k v a l i t u s p e r m a špatně mrazitelných hřebců l z e zvýšit mrazením d o 5 m l aluminiových t u b . 

K y o k o n z e r v a c e s p e r m a t u může zvýšit p r o d u k c i R O S (reaktivní f o r m a kyslíku), což může 

vést k poškození spermií. P r o t o j s o u v současné době zkoumány různé m e t o d y a látky, které 

b y m o h l y p o m o c i při ochraně s p e r m a t u před oxidativním s t r e s e m během k r y o k o n z e r v a c e . 

J e d n o u z možností j e například použití antioxidantů, j a k o j s o u v i t a m i n y C a E, g l u t a t i o n n e b o 

enzymatické a n t i o x i d a n t y . T y t o látky m o h o u snížit množství R O S a chránit t a k s p e r m a t u před 

j e j i c h škodlivými účinky (Yánez-Ortiz, e t a l . , 2 0 2 1 ) . 

Dalším problémem během rozmrazování j e změna osmotického t l a k u , který může vést 

k poškození buněk. Kromě t o h o m o h o u být při rozmrazování narušeny energetické p r o c e s y v 

buňkách spermií, což může o v l i v n i t j e j i c h p o h y b l i v o s t a další f u n k c i (Yánez-Ortiz, e t a l . , 2 0 2 1 ) . 

4.9.2 Poškození spermií 

P o s t u p y při z m r a z o v a n i a rozmrazovaní inseminačních dávek majívelký v l i v n a poškození 

spermií. Způsobují několik typů poškození, které v e d o u k e zkrácení j e j i c h životaschopnosti a 

možnosti oplodnění vajíčka ( M a s o u d i e t a l . , 2 0 1 6 ) . 

V případě, že j s o u spermatické buňky v y s t a v e n y extrémním podmínkám, které p r o ně 

n e j s o u fyziologické začne docházet k biochemickým a morfologickým změnám s nástupem 
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nekrobiotického p r o c e s u . Počátkem nekrózy j e zhoršená s c h o p n o s t buňky z a c h o v a t s i 

homeostázu a dochází t a k k i n f l u x u v o d y a extracelulárních iontů. Nejdříve dochází 

k poškození a k r o z o m u , povrchové membrány, změně s t r u k t u r y mitochondrií a bičíku (Věžník 

e t a l . , 2 0 0 9 ) . 

B y l o zjištěno, že p o rozmrazení j e také v e l m i důležitý s t a v mitochondrií. P o u z e s p e r m i e 

s funkčními m i t o c h o n d r i e m i j s o u p o rozmrazení pohyblivé (testováno v e viskózním médiu). 

P r o úspěšnou i n s e m i n a c i j e v e l m i důležité mitochondriální dýchání, které h r a j e v e l k o u r o l i při 

proniknutí beraního s p e r m a t u d o děložního krčku. Dá s e předpokládat, že poškození 

mitochondrií s e pravděpodobně podílí n a nízké úspěšnosti i n s e m i n a c e rozmrazeným 

s e m e n e m ( W i n d s o r , 1 9 9 7 ) . M i t o c h o n d r i e j s o u důležité také kvůli tvorbě e n e r g i e ( A T P ) , která 

j e hlavním z d r o j e m p r o buněčnou homeostázu a m o t i l i t u spermií. U některých druhů j e 

primárním z d r o j e m e n e r g i e p r o s p e r m i e glykolýza. U beranů t o m u t a k pravděpodobně není, 

přesto mají změny v glykolytické dráze účast n a mitochondriální d y s f u n k c i spermií a oxidační 

nerovnováhu. Inhibiceglykolýzy může mít v l i v n a změnu k i n e t i k y spermiísnížením d o s t u p n o s t i 

A T P v distální části bičíku (narušení bičíkového r y t m u ) ( L o s a n o e t a l . , 2 0 1 7 ) . 

Posouzení membrán spermií j e důležitý z funkčního h l e d i s k a ejakulátu. J e n s p e r m i e , 

které mají funkční p l a z m a t i c k o u membránu zajišťují p o h y b látek dovnitř a v e n z buňky ( E i l t s , 

2 0 0 5 ) . 

Volné radikály s e podílejí n a p e r o x i d a c i lipidů, a také n a poškození D N A a membrány 

s p e r m i e . T o může vést k e snížení p o h y b l i v o s t i spermií n e b o buněčné s m r t i . Zajištění 

rovnováhy m e z i produkcí volných radikálů a j e j i c h detoxikací může být důležitým f a k t o r e m p r o 

funkčnost spermií před, během a p o k r y o k o n z e r v a c i ( U y s a l a n d B u c a k , 2 0 0 7 ) . 

4.10 Umělá inseminace ovcí 

Umělá i n s e m i n a c e ovcí h r a j e v e l k o u r o l i v některých o b l a s t e c h světa, především 

s o h l e d e m n a t e s t a c i p o t o m s t v a . První s n a h y i n s e m i n a c e ovcí b y l y v e 2 0 . l e t e c h 2 0 . století. 

Umělá i n s e m i n a c e může být prostředkem k porovnávání genetických vlastností beranů. 

Ovšem t e c h n o l o g i e i n s e m i n a c e u ovcí j e o m e z e n a n a nízkou úroveň. P r o lepší výsledky b y l a n a 

počátku 8 0 . l e t z a v e d e n a a p l i k a c e inseminačních dávek pomocí l a p a r o s k o p i e . T o v e d l o 

k nárůstu úspěšnosti i n s e m i n a c e , a l e v e srovnání s počtem ovcí b y l a t a t o úspěšnost malá a 

náročná ( G o r d o n , 2 0 0 4 ) . 

Je t o m e t o d a , díky které dochází k a p l i k a c i a množení cenných genů napříč c e l o u 

populací ovcí. Díky umělé i n s e m i n a c i s e d o s a h u j e nejvyšší možných počtů získaných potomků 

s v y s o k o u g e n e t i c k o u h o d n o t o u v porovnání s technologickými i n v e s t i c e m i d o produkčního 

systému ( G i b b o n s e t a l . , 2 0 1 9 ) . 
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4.10.1 Vaginální inseminace 

Provádí s e díky své snadné a p l i k a c i a možnosti provést úkon v terénu. Jedná s e o v e l m i 

e k o n o m i c k o u m e t o d u . Používá s e buď čerstvé n e b o chlazené s p e r m a . Během přípravy 

inseminační p i p e t y s e n e j p r v e n a s a j e malé množství v z d u c h u , a t e p r v e p o t o m inseminační 

dávka. S p e r m a s e d e p o n u j e c o nejhlouběji d o vagíny ( O l i v e r a e t a l . , 2 0 0 5 , L o u d a a Hegedušová, 

2 0 0 9 ) . 

4.10.2 Intracervikální inseminace 

U intracervikální (vnitrokrčková) i n s e m i n a c e s e a p l i k u j e dávka 1 - 2 c m h l u b o k o d o 

děložního krčku. K této metodě j e potřeba poševní z r c a d l o , které s e zavádí d o p o c h v y 1 0 - 1 3 

c m h l u b o k o . I n s e m i n a c e s e provádí pomocí s p e k u l a a inseminační s o n d y (Čunát e t a l . , 2 0 1 3 ) . 

Nízké p r o c e n t o úspěšného oplodnění t o u t o m e t o d o u má d v a důvody. Prvním j e omezení 

v důsledku a n a t o m i e reprodukční s o u s t a v y ovcí. Vzniká z d e fyzická bariéra, která ztěžuje 

t r a n s p o r t spermií. Druhým problémem j e nízká o d o l n o s t beraního s p e r m a t u vůči 

k r y o k o n z e r v a c i . V e srovnání s ostatními d r u h y j s o u t y t o s p e r m i e citlivější n a tepelný s t r e s 

( G i b b o n s e t a l . , 2 0 1 9 ) . 

4.10.3 Transcervikální inseminace 

T a t o m e t o d a umožňuje uloženísemene h l u b o k o d o děložního r o h u ( B u c k r e l l e t a l . , 1 9 9 4 . 

Přesto má t a t o transcervikální i n s e m i n a c e nižší p r o c e n t o zabřeznutí než m e t o d a 

laparoskopická (čerstvé s p e r m a : 4 0 - 8 0 %; zmrazené s p e r m a : 3 0 - 7 0 % ) ( C s e h e t a l . , 2 0 1 2 ) . N a 

nižší míru zabřeznutí může mít v l i v špatná m a n i p u l a c e s inseminačním k a t e t r e m , dochází 

k poranění děložního čípku a následně vznikají a b s c e s y a i n f e k c e . Transcervikální i n s e m i n a c e 

j e i časově náročnější než laparoskopická m e t o d a ( C a s a l i e t a l . , 2 0 1 7 ) . 

4.10.4 Laparoskopická inseminace 

Klasická i n s e m i n a c e neměla dostatečné výsledky. Kvůli nesprávným metodám 

k r y o k o n z e r v a c e a skladování b y l a i n s e m i n a c e málo úspěšná. P r o t o s e začala používat m e t o d a 

laparoskopické i n s e m i n a c e , k d e s e inseminační dávka a p l i k u j e přes břišní stěnu přímo d o 

děložního r o h u . T a t o m e t o d a může mít i p o d o b n o u míru zabřeznutí j a k o při i n s e m i n a c i 

čerstvým s p e r m a t e m n e b o přirozeným pářením. Úspěšnost této m e t o d y j e 6 0 - 7 5 %. Zmíněná 

p r o c e n t a závisí n a kvalitě s p e r m a t u , ročním období, zdravotním s t a v u o v c e a zkušenosti 

inseminátora ( F a i g l e t a l . , 2 0 1 2 ) . 
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P r o l a p a r o s k o p i c k o u i n s e m i n a c i s e využívá převážně zmrazené s e m e n o . Dávky j s o u 

aplikovány d o o b o u děložních rohů. Inseminační dávky b y měly mít d o b r o u k v a l i t u . 

P r o g r e s i v i t a spermií b y měla být n a úrovni 3 0 - 5 0 % (Čunát e t a l . , 2 0 1 3 ) . 

M e z i nevýhody p r o l a p a r o s k o p i c k o u i n s e m i n a c i patří především náklady n a vybavení, 

nároky n a místo provedení, s t r e s zvířat. Zákrok musí provádět odborně způsobilá o s o b a 

( G i b b o n s e t a l . , 2 0 1 9 ) . 
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5 Metodika 

5.1 Plemeníci 

Inseminační dávky p r o účely této diplomové práce b y l y v y r o b e n y o d d v o u beranů 

p l e m e n e valašské o v c e . Ejakulát b y l získán vždy o d o b o u beranů, a poté b y l y vždy o b a odběry 

smíchány. B e r a n i b y l i označení ušními známkami (ušní známka 7 7 8 0 8 / 0 7 2 , l i n i e B e s k y d , 

n a r o z e n 1 4 . 1 . 2 0 1 4 ; ušní známka 7 4 8 0 1 / 0 8 1 , l i n i e J u r a s , n a r o z e n 3 1 . 3 . 2 0 1 6 ) . O b a j e d i n c i b y l i 

ustájeni v zázemí Demonstrační a pokusné stáje České zemědělské u n i v e r z i t y v P r a z e . B e r a n i 

b y l i ustájeni v e skupinovém k o t c i s neomezeným přístupem d o venkovního pastevního 

výběhu. Ustájovací p r o s t o r y , venkovní p l o c h y a technologické vybavení b y l o d l e vyhlášky o 

minimálních s t a n d a r d e c h p r o o c h r a n u hospodářských zvířat č. 2 0 8 / 2 0 0 4 S b . 

Hlavní část krmné dávky během celého r o k u tvořil pastevní p o r o s t v k o m b i n a c i s lučním 

s e n e m z vlastní p r o d u k c e , které b y l o zkrmováno a d l i b i t u m . Další složku krmné dávky tvořily 

g r a n u l e ( 1 5 8 0 O V C E U N I , D e H e u s a .s . , Bučovice, ČR) v množství 3 0 0 - 5 0 0 g / k s / d e n s o h l e d e m 

n a k o n d i c i zvířat. A d libitně b y l a p o s k y t n u t a v o d a a přístup k minerálním lizům. Plemeníci b y l i 

p o c e l o u d o b u p o d veterinárním d o h l e d e m a p o čas e x p e r i m e n t u n e v y k a z o v a l i příznaky 

žádných onemocnění. 

5.2 Odběr a zpracování ejakulátu 

P r o odběr ejakulátu b y l a použita umělá vagína určená p r o malé přežvýkavce (Minitúb 

G m b H , T i e f e n b a c h , Německo). Ejakulát b y l odebrán d o nespermicidního latexového sběrače. 

Před odběrem b y l a vstupní část nalubrikována vazelínou. P o odběru b y l ejakulát udržován při 

teplotě 3 8 °C a naředěn ředidlem A n d r o M e d (Minitúb G m b H , T i e f e n b a c h , G e r m a n y ) , který j e 

určený p r o k r y o k o n z e r v a c i býčího ejakulátu s o b s a h e m g l y c e r o l u 6 - 7 %. V z o r k y s e během 

t r a n s p o r t u d o laboratoře udržovaly při teplotě v rozmezí 2 0 - 2 5 °C. Při práci v laboratoři b y l y 

v z o r k y při teplotě 2 5 °C až d o e k v i l i b r a c e . 

5.2.1 Analýza odebraného ejakulátu pomocí průtokové cytometrie a CASA 

V laboratoři b y l každý odběr p o d r o b e n analýze. B y l a h o d n o c e n a k o n c e n t r a c e pomocí 

kalibrovaného s p e k t r o f o t o m e t r u (Genesys™ l O v i s , T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c , W a l t h a m , 

M a s s a c h u s e t t s , U S A ) . P o zhodnocení k o n c e n t r a c e b y l o s p e r m a dále ředěno n a finální 

k o n c e n t r a c e z h r u b a 2 0 0 m i l . spermií/ m l . T a k t o připravený ejakulát b y l naplněn d o p e j e t o 

o b j e m u 0 , 2 5 m l . P e j e t y b y l y následně uzavřeny pomocí p o l y v i n y l a l k o h o l u ( I M V T e c h n o l o g i e s , 

ĽAigle, F r a n c i e ) . Připravené p e j e t y b y l y uloženy d o chladicího b o x u při teplotě 5 - 1 0 °C p o 

d o b u 2 - 4 h o d i n . V této době probíhala e k v i l i b r a c e . 
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Před mrazením ( p o e k v i l i b r a c i ) b y l a p r o v e d e n a analýza pomocí průtokového 

c y t o m e t r u ( N o v o C y t e 3 0 0 0 , A c e a B i o s c i e n c e s , A g i l e n t , S a n t a C l a r a , C a l i f o r n i a , U S A ) . C y t o m e t r 

b y l v y b a v e n l a s e r y emitující fialové ( 4 0 5 n m ) , modré ( 4 8 8 n m ) a červené ( 6 4 0 n m ) záření. P r o 

analýzu b y l o použito d o každé j a m k y l O u . 1 s p e r m a t u lOOu.1 P B S , a t o vše b y l o o b a r v e n o pomocí 

5 p l m i x u fluorescenčních b a r v i v , H o e c h s t - 3 3 3 4 2 o finální k o n c e n t r a c i 1 0 p g / m L , který barví 

D N A , P I o finální k o n c e n t r a c i 8 p g / m L , jenž barví buňky, u kterých j e poškození plazmatické 

membrány, P N A - F I T C o finální k o n c e n t r a c i 0 . 5 p g / m L , barví buňky s poškozeným a k r o z o m e m 

a M i t o t r a c k e r D e e p R e d o finální k o n c e n t r a c i 8 0 n M , který j e v y s o c e fluorescenční v buňkách 

s živými m i t o c h o n d r i e m i . V z o r k y b y l y následně inkubovány v t e r m o s t a t u p o d o b u 7 m i n u t v e 

tmě, při teplotě 3 8 °C. 

Dála b y l a p r o v e d e n a analýza C A S A ( m o d e l i S p e r m , A i d m i c s B i o t e c h n o l o g y C o . , L T D , 

T a i p e i C i t y , T a i w a n ) , k d e b y l a h o d n o c e n a m o t i l i t a a p r o g r e s i v i t a spermií. B y l použit v z o r e k 

ejakulátu 7 p l , který b y l naředěn 1 0 0 p l A n d r o M e d u (Minitúb G m b H , T i e f e n b a c h , G e r m a n y ) . 

Připravený v z o r e k b y l aplikován v o b j e m u 7 u.1 n a analyzační jednorázovou komůrku, která b y l a 

následně n a s a z e n a n a o p t i c k o u čočku, a pomocí i P a d u b y l y v y h o d n o c e n y výsledky. 

5.3 Rozmrazení ejakulátu 

Dávky, které b y l y použity p r o účely této práce s e m r a z i l y v polystyrénovém mobilním 

mrazicím b o x u , k d e b y l o možné k o n t r o l o v a t výšku vzorků n a d h l a d i n o u tekutého dusíku, a tím 

r e g u l o v a t mrazící křivku (Ptáček e t a l . 2 0 1 9 ) . P r o účel mrazení b y l a použita dříve 

optimalizována mrazící křivka N r . 2 ( S a v v u l i d i e t a l . 2 0 2 1 ) . 

Při každém měření b y l o rozmraženo vždy 1 2 p e j e t . P e j e t y b y l y rozmraženy v e vodní lázni 

vždy p o d v o u k u s e c h . T e s t o v a l o s e rozmrazení při několika teplotách 4 5 , 5 0 , 5 5 a 6 5 °C vždy 

v i n t e r v a l e c h 2 , 5 , 8 , 1 1 a 1 4 vteřin. P r o každý i n t e r v a l b y l y použity 2 p e j e t y . P r o t i t o m u b y l 

vždy rozmražen s t a n d a r d v e vodní lázní o teplotě 3 8 °C p o d o b u 3 0 vteřin. Měření b y l o u všech 

t e p l o t p r o v e d e n o opakovaně, a t o minimálně 4 x . U t e p l o t y 4 5 a 5 0 °C b y l o měření p r o v e d e n o 

5 x . 

P o rozmrazení b y l y v z o r k y použity k analýze. Nejdříve se v z o r k y připravily p r o 
průtokovou c y t o m e t r i i . Veškerá m a n i p u l a c e se v z o r k y probíhala n a vyhřívané desce , kvůli 
udržení t e p l o t y . P r o přípravu p l e j t u b y l o použito d o každé j a m k y 1 0 u l s p e r m a t u l O O u l P B S , a 
t o vše b y l o o b a r v e n o pomocí 5 u l fluorescenčního b a r v i v a , které se skládalo z l u l H o e c h s t -
3 3 3 4 2 , l u l P I , l u l P N A - F I T C a 2 u l M i t o t r a c k e r D e e p R e d . V z o r k y z každého časového 
i n t e r v a l u ( 2 , 5 , 8 , 1 1 a 1 4 vteřin) b y l aplikovány d o 3 j a m e k . Celkově t a k v z n i k l o 1 8 j a m e k p r o 
j e d n u analýzu včetně s t a n d a r d u . V z o r k y b y l y inkubovány v t e r m o s t a t u p o d o b u 7 m i n u t v e tmě, 
při teplotě 3 8 °C. Následně se vložily k analýze d o c y t o m e t r u . 
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Poté b y l a p r o v e d e n a analýza C A S A . P r o přípravu vzorků b y l o použito 7 u l ejakulátu, a 
1 0 0 u l A n d r o M e d u . Připravený v z o r e k b y l aplikován v o b j e m u 7 u l n a analyzační 
jednorázovou komůrku. 

P o rozmrazení probíhaly analýzy v e d v o u i n t e r v a l e c h . První měření b y l o i h n e d p o 
rozmrazení - T I , a druhé měření probíhalo z a 2 h o d i n y - T 2 . M e z i prvním a druhým měřením 
b y l y v z o r k y uloženy d o t e r m o s t a t u při teplotě 3 8 , 5 °C. Vždy b y l a p r o v e d e n a průtoková 
c y t o m e t r i c a C A S A . 
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5.4 Statistická analýza dat 

Naměřené h o d n o t y z průtokové c y t o m e t r i c a C A S A analýzy b y l y exportovány d o 
M i c r o s o f t O f f i c e E x c e l 2 0 1 9 , v e kterém se vytvořily t a b u l k y p r o následné vyhodnocení pomocí 
S A S s o f t w a r e (SAS/STAT® v e r z e 9 . 3 . , 2 0 1 1 ) . J a k o závisle proměnné b y l y vyhodnocovány 
jednotlivé p a r a m e t r y průtokové c y t o m e t r i e (celková v i a b i l i t a buněk, podíl buněk s poškozením 
a k r o z o m u , podíl buněk s poškozenou p l a z m a t i c k o u membránou, podíl buněk s v y s o k o u a s 
nízkou mitochondriální a k t i v i t o u ) . V případě použité C A S A m e t o d y b y l y primárně sledované 
p a r a m e t r y celková m o t i l i t a spermií a progresivní m o t i l i t a spermií. 

Detailní p o p i s modelové r o v n i c e včetně úrovní jednotlivých faktorů a j e j i c h četnosti v e 
skupinách j e u v e d e n níže: 

Y i j k = u + D E N ; + V A R j + e i j k 

Průtoková c y t o m e t r i e : 

Y i j k = h o d n o t a závisle proměnné 
H = průměrná h o d n o t a závisle proměnné 
D E N i = i-tá v a r i a n t a odběrového d n e ( i = odběrový d e n 1 , n = 1 8 ; i = odběrový d e n 2 , n = 3 6 ; i 
= odběrový d e n 3 , n = 1 8 ; i = odběrový d e n 4 , n = 5 4 ; i = odběrový d e n 5 , n = 5 4 ; i = odběrový d e n 
6 , n = 3 6 ; i = odběrový d e n 7 , n = 1 8 ; i = odběrový d e n 8 , n = 1 8 ; i = odběrový d e n 9 , n = 1 8 ; i = 
odběrový d e n 1 0 , n = 3 6 ; i = odběrový d e n 1 1 , n = 1 8 ; i = odběrový d e n 1 2 , n = 3 6 ; i = odběrový 
d e n 1 3 , n = 3 6 
V A R j = j-tá v a r i a n t a m e t o d y rozmrazování inseminačních dávek ( j = v a r i a n t a 3 9 / 3 0 , n = 6 6 ; j 
= v a r i a n t a 4 5 / 2 , n = 1 5 ; j = v a r i a n t a 4 5 / 5 , n = 1 5 ; j = v a r i a n t a 4 5 / 8 , n = 1 5 ; j = v a r i a n t a 4 5 / 1 1 , 
n = 1 5 ; j = v a r i a n t a 4 5 / 1 4 , n = 1 5 ; j = v a r i a n t a 5 0 / 2 , n = 1 5 ; j = v a r i a n t a 5 0 / 5 , n = 1 5 ; j = v a r i a n t a 
5 0 / 8 , n = 1 5 ; j = v a r i a n t a 5 0 / 1 1 , n = 1 5 ; j = v a r i a n t a 5 0 / 1 4 , n = 1 5 ; j = v a r i a n t a 5 5 / 2 , n = 1 2 ; j = 
v a r i a n t a 5 5 / 5 , n = 1 2 ; j = v a r i a n t a 5 5 / 8 , n = 1 2 ; j = v a r i a n t a 5 5 / 1 1 , n = 1 2 ; j = v a r i a n t a 5 5 / 1 4 , n = 1 2 ; 

j = v a r i a n t a 6 0 / 2 , n = 1 2 ; j = v a r i a n t a 6 0 / 5 , n = 1 2 ; j = v a r i a n t a 6 0 / 8 , n = 1 2 ; j = v a r i a n t a 6 0 / 1 1 , 
n = 1 2 ; j = v a r i a n t a 6 0 / 1 4 , n = 1 2 ; j = v a r i a n t a 6 5 / 2 , n = 1 2 ; j = v a r i a n t a 6 5 / 5 , n = 1 2 ; j = v a r i a n t a 
6 5 / 8 , n = 1 2 ; j = v a r i a n t a 6 5 / 1 1 , n = 1 2 ; j = v a r i a n t a 6 5 / 1 4 , n = 1 2 
eijk = reziduálni c h y b a . 

CASA: 

Y i j k = h o d n o t a závisle proměnné 
H = průměrná h o d n o t a závisle proměnné 
D E N i = i-tá v a r i a n t a odběrového d n e ( i = odběrový d e n 1 , n = 2 5 ; i = odběrový d e n 2 , n = 3 6 ; 
i = odběrový d e n 4 , n = 5 4 ; i = odběrový d e n 5 , n = 3 6 ; i = odběrový d e n 8 , n = 1 8 ; i = odběrový 
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d e n 9 , n = 1 8 ; i = odběrový d e n 1 0 , n = 3 6 ; i = odběrový d e n 1 1 , n = 1 8 ; i = odběrový d e n 1 2 , n = 3 3 ; 
i = odběrový d e n 1 3 , n = 1 5 
V A R j = j-tá v a r i a n t a m e t o d y rozmrazování inseminačních dávek ( j = v a r i a n t a 3 9 / 3 0 , n = 4 3 ; j 
= v a r i a n t a 4 5 / 2 , n = 1 5 ; j = v a r i a n t a 4 5 / 5 , n = 1 5 ; j = v a r i a n t a 4 5 / 8 , n = 1 5 ; j = v a r i a n t a 4 5 / 1 1 , 
n = 1 5 ; j = v a r i a n t a 4 5 / 1 4 , n = 1 5 ; j = v a r i a n t a 5 0 / 2 , n = 9 ; j = v a r i a n t a 5 0 / 5 , n = 9 ; j = v a r i a n t a 5 0 / 8 , 
n = 9 ; j = v a r i a n t a 5 0 / 1 1 , n = 9 ; j = v a r i a n t a 5 0 / 1 4 , n = 9 ; j = v a r i a n t a 5 5 / 2 , n = 1 0 ; j = v a r i a n t a 5 5 / 5 , 
n = 1 0 ; j = v a r i a n t a 5 5 / 8 , n = 1 0 ; j = v a r i a n t a 5 5 / 1 1 , n = 1 0 ; j = v a r i a n t a 5 5 / 1 4 , n = 1 0 ; j = v a r i a n t a 
6 0 / 2 , n = 9 ; j = v a r i a n t a 6 0 / 5 , n = 9 ; j = v a r i a n t a 6 0 / 8 , n = 9 ; j = v a r i a n t a 6 0 / 1 1 , n = 9 ; j = v a r i a n t a 
6 0 / 1 4 , n = 9 ; j = v a r i a n t a 6 5 / 2 , n = 6 ; j = v a r i a n t a 6 5 / 5 , n = 6 ; j = v a r i a n t a 6 5 / 8 , n = 6 ; j = v a r i a n t a 
6 5 / 1 1 , n = 6 ; j = v a r i a n t a 6 5 / 1 4 , n = 6 
eijk = reziduálni c h y b a . 

S t a t i s t i c k y průkazné rozdíly b y l y definovány p o d l e T u k e y - K r a m e r o v a t e s t u n a hladině 
významnosti p < 0 , 0 5 . 

3 2 



6 Výsledky 

6.1 Výsledky FC 

V jednotlivých g r a f e c h j s o u promítnuty výsledky měření z průtokové c y t o m e t r i e . Jedná s e 

o hlavní p a r a m e t r y , které stanoví, z d a j s o u s p e r m i e životaschopné a mají mitochondriální 

membránový potenciál. G r a f y j s o u rozděleny p o d l e i n t e r v a l u rozmrazení, a t o T I ( i h n e d p o 

rozmrazení) a v příloze G r a f č.: 1 1 j s o u g r a f y T 2 (dvě h o d i n y p o rozmrazení). V horní části j e 

u v e d e n a z k r a t k a sledovaného p a r a m e t r u . V e spodní části j e d o b a ( s e k u n d y ) rozmrazení 

vzorků. N a levé straně j e u v e d e n a t e p l o t a , při které b y l y v z o r k y rozmraženy. G r a f vždy protíná 

vodorovná čára, která j e barevně odlišena, jedná s e o naměřené h o d n o t y s t a n d a r d u ( 3 8 °C/30 

s e k u n d ) . P r o lepší analýzu d a t získaných z průtokového c y t o m e t r u b y l y vytvořeny jednotlivé 

r e g i o n y v i z . Obrázek č. 4 . 

Graf č. 1: Výsledek průtokové c y t o m e t r i e T l / 4 5 °C v i a b i l i t a a mitochondriální membránový 

potenciál 

45°C 

25 

23 

21 

19 

17 

15 

13 

s e k : 

V I A , % 

8 1 1 1 4 

o,. 

50 

s e k 

M M P , % 

8 1 1 1 4 

Symbol: S t a t i s t i c k y významný rozdíl p < 0 , 0 5 m e z i naměřenou h o d n o t o u a s t a n d a r d e m 

U rozmrazení při teplotě 4 5 °C p o d o b u 8 s e k u n d b y l y zjištěny lepší h o d n o t y v i a b i l i t y 

spermií, a l e n e b y l z d e prokázán s t a t i s t i c k y významný rozdíl, t e n b y l zaznamenán při 

rozmrazení p o d o b u 5 s e k u n d v případě poškození mitochondriálního membránového 

potenciálu. 
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Graf č. 2: Výsledek průtokové c y t o m e t r i e T l / 5 0 °C v i a b i l i t a a mitochondriální membránový 

potenciál 
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Symbol: * S t a t i s t i c k y významný rozdíl p < 0 , 0 5 m e z i naměřenou h o d n o t o u a s t a n d a r d e m 

V e výše uvedených g r a f e c h můžeme p o z o r o v a t s t a t i s t i c k y významný rozdíl u v i a b i l i t y 

buněk. Vidíme, že s delší d o b o u rozmrazování v e vodní lázni klesá p r o c e n t o j e j i c h 

životaschopnosti, o p r o t i t o m u sledovaný p a r a m e t r mitochondriálního potenciálu mírně 

vzrůstá a má lepší výsledky než s t a n d a r d , a l e t e n t o rozdíl není s t a t i s t i c k y významný. 

Graf č. 3: Výsledek průtokové c y t o m e t r i e T l / 5 5 °C v i a b i l i t a a mitochondriální membránový 

potenciál 

V I A , % M M P , % 

55 °C 

s e k : 2 5 8 1 1 1 4 s e k : 2 5 8 1 1 1 4 

U t e p l o t y 5 5 °C n e b y l pozorován žádný s t a t i s t i c k y významný rozdíl. H o d n o t y o b o u 

sledovaných parametrů b y l o podobné n e b o nižší než u s t a n d a r d u . 
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Graf č. 4: Výsledek průtokové c y t o m e t r i e T l / 6 0 °C v i a b i l i t a a mitochondriální membránový 

potenciál 

V I A , % M M P , % 

60 °C 

s e k : 8 1 1 1 4 s e k : 

( * I 

8 1 1 1 4 

Symbol: * S t a t i s t i c k y významný rozdíl p < 0 , 0 5 m e z i naměřenou h o d n o t o u a s t a n d a r d e m 

Při rozmrazení v e vodní lázni o teplotě 6 0 °C j e vidět významný rozdíl v době 5 s e k u n d , 

k d y b y l y naměřené vysoké h o d n o t y životaschopnosti spermatických buněk. Ovšem 

mitochondriální potenciál b y l při této teplotě v e všech případech p o d hranicí s t a n d a r d u . 

Graf č. 5: Výsledek průtokové c y t o m e t r i e T l / 6 5 °C v i a b i l i t a a mitochondriální membránový 

potenciál 

V I A , % 

65 °C 

s e k : 8 1 1 1 4 
o 
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Symbol: * S t a t i s t i c k y významný rozdíl p < 0 , 0 5 m e z i naměřenou h o d n o t o u a s t a n d a r d e m 

T e p l o t a 6 5 °C má s t a t i s t i c k y významný v l i v n a v i a b i l i t u i poškození membrány 

mitochondrií především delších časových i n t e r v a l e c h v e vodní lázni. N a p r o t i t o m u v kratších 

době 2 a 5 s e k u n d b y l y h o d n o t y srovnatelné s e s t a n d a r d e m j a k v o b l a s t i životaschopnosti, t a k 

i mitochondriálního membránového potenciálu. 
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6.2 Výsledky CASA 

V níže zobrazených g r a f e c h j s o u promítnuty výsledky m e t o d y C A S A . Jedná s e o hlavní 

p a r a m e t r y , které stanoví, z d a j s o u s p e r m i e schopné p o h y b u a mají potenciál k oplodnění 

vajíček. G r a f y j s o u rozděleny p o d l e i n t e r v a l u rozmrazení, a t o T I ( i h n e d p o rozmrazení) a T 2 

(dvě h o d i n y p o rozmrazení), které j s o u u v e d e n y v příloze G r a f č.: 1 2 . V horní části j e u v e d e n a 

z k r a t k a sledovaného p a r a m e t r u . V e spodníčásti j e d o b a ( s e k u n d y ) rozmrazenívzorků. N a levé 

straně j e u v e d e n a t e p l o t a , při které b y l y v z o r k y rozmraženy. G r a f vždy protíná horizontální 

čára, která j e barevně odlišena, jedná s e o naměřené h o d n o t y s t a n d a r d u ( 3 8 °C/30 s e k u n d ) . 

Graf č. 6: Výsledek C A S A T l / 4 5 °C m o t i l i t a a progresivní m o t i l i t a 

45°C 

5 5 
5 0 
4 5 
4 0 
3 5 
3 0 
2 5 
2 0 
15 
1 0 

M O T , % P R O G , % 

s e k 2 5 8 1 1 1 4 s e k 2 5 8 1 1 1 4 

Výsledky m e t o d y C A S A při teplotě 4 5 °C b y l y srovnatelné s naměřenými h o d n o t a m i 

s t a n d a r d u . Mírný p o k l e s b y l p o u z e u progresivní m o t i l i t y , a l e n e b y l z d e zjištěn s t a t i s t i c k y 

významný rozdíl. 

Graf č. 7: Výsledek C A S A T l / 5 0 °C m o t i l i t a a progresivní m o t i l i t a 
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Symbol: S t a t i s t i c k y významný rozdíl p < 0 , 0 5 m e z i naměřenou h o d n o t o u a s t a n d a r d e m 
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Při rozmrazení v z o r k u p o d o b u 1 4 s e k u n d v 5 0 °C b y l zjištěn s t a t i s t i c k y významný rozdíl, 

k d y j s o u h o d n o t y nižší než u s t a n d a r d u , j a k v celkové, t a k i progresivní motilitě. U progresivní 

m o t i l i t y b y l y zaznamenány c e l k e m 3 statistické významnosti, a l e vždy s e j e d n a l o o zhoršení 

k v a l i t y v z o r k u o p r o t i s t a n d a r d u . 

Graf č. 8: Výsledek C A S A T l / 5 5 °C m o t i l i t a a progresivní m o t i l i t a 
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U t e p l o t y 5 5 °C n e b y l a n i v j e d n o m případě zjištěn s t a t i s t i c k y významný rozdíl. 

Naměřené h o d n o t y b y l y v e l i c e podobné výsledkům s t a n d a r d u . 

Graf č. 9: Výsledek C A S A T l / 6 0 °C m o t i l i t a a progresivní m o t i l i t a 
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Zkratka: n . e . - n e b y l o h o d n o c e n o 

Výsledky měřených parametrů p o rozmražení při teplotě 6 0 °C n e b y l y s t a t i s t i c k y 

průkazné. 
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Graf č. 10: Výsledek C A S A T l / 6 5 °C m o t i l i t a a progresivní m o t i l i t a 
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Symbol: * S t a t i s t i c k y významný rozdíl m e z i naměřenou h o d n o t o u a s t a n d a r d e m 

Při nejvyšší sledované teplotě 6 5 °C b y l pozorován s t a t i s t i c k y významný rozdíl u o b o u 

parametrů. Vysoká t e p l o t a měla negativní v l i v n a spermatické buňky, a při delší době v e vodní 

lázni došlo k narušení p o h y b u spermií. Při 1 1 a 1 4 sekundách již n e b y l zaznamenán žádný 

p o h y b buněk. 
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7 Diskuse 

Cílem diplomové práce b y l a analýza kvalitativních parametrů kryokonzervovaného 

beraního s p e r m a t u valašských ovcí v závislosti n a rozdílných teplotních g r a d i e n t e c h během 

rozmrazení inseminačních dávek. O p t i m a l i z a c e k r y o k o n z e r v a c e a rozmrazení inseminačních 

dávek malých přežvýkavců není t o l i k probádána, a p r o t o j e potřeba s e n a t u t o o b l a s t také 

zaměřit. Inseminační dávky b y l y rozmraženy vždy v e vodní lázni a u každé rozmrazené dávky 

b y l p r o porovnání s t a n d a r d 3 8 °C/ 3 0 s e k u n d . Života schopné buňky b y l y h o d n o c e n y t a k , že 

j s o u b e z poškození plazmatické membrány a b e z poškozeného a k r o z o m u . 

V e výzkumu C h a u d h a r i e t a l . , ( 2 0 1 5 ) s e inseminační dávky r o z m r a z o v a l y v e 3 0 °C, 2 5 °C 

a 2 0 °C. Nejhorší výsledky b y l y u t e p l o t y 2 0 °C, k d y došlo k poškození i n t e g r i t y a k r o z o m u , a l e 

m o t i l i t a spermií b y l a zachována a o d s t a n d a r d u s e příliš nelišila. Závěrem s t u d i e b y l o u v e d e n o , 

že nejlepší výsledky přinesla t e p l o t a 2 5 °C, k d y b y l y kvalitativní p a r a m e t r y srovnatelné s e 

s t a n d a r d e m rozmrazeným při 3 7 °C. 

V diplomové práci kromě s t a n d a r d u b y l a sledována nejnižší t e p l o t a 4 5 °C. U této 

t e p l o t y b y l a v i a b i l i t a buněk vždy s lepším výsledkem, něž v z o r e k s t a n d a r d u , a l e n e b y l z d e 

zjištěn s t a t i s t i c k y významný rozdíl. U T I došlo k p o k l e s u mitochondriálního membránového 

potenciálu, a l e v z o r k y p o d v o u hodinách ( T 2 ) ukázaly srovnatelný výsledek s e s t a n d a r d e m . 

C A S A také ukázala podobné h o d n o t y j a k o u s t a n d a r d u , akorát z d e došlo k mírnému p o k l e s u 

progresivní m o t i l i t y , a l e n e b y l a z d e naměřena statistická významnost. Tímto b y s e d a l a t e p l o t a 

4 5 °C brát j a k o další způsob rozmrazení inseminačních dávek. Přesto, že výsledky n e b y l y 

s t a t i s t i c k y významné, t a k j e j i c h h o d n o t y odpovídají běžně používanému způsobu rozmrazení 

38°C/30 s e k u n d . 

U 5 0 °C vyšly nejlepší výsledky v o b l a s t i mitochondriálního membránového potenciálu 

U výsledků t e p l o t y 6 0 °C u m e t o d y C A S A hodnotící s o f t w a r e S A S n e b y l s c h o p e n v y h o d n o t i t 

statistický rozdíl vůči s t a n d a r d u z důvodu malého množství d a t . Důvodem b y l a a b s e n c e 

zařízení C A S A v laboratoři z technických důvodů. 

Výsledky hodnotící poškození plazmatické membrány b y l y nejhorší u t e p l o t n a d 5 5 °C. Při 

vyšších teplotách a delším časovém úseku v e vodní lázni dochází k poškození membrány. 

Ovšem akrozomální poškození n e b y l o v těchto teplotách p r o t i s t a n d a r d u s t a t i s t i c k y 

významné. Nedošlo z d e k fatálnímu poškození a k r o z o m u . P o n t b r i a n d e t a l . ( 1 9 8 9 ) prokázali, 

že není rozdíl v p o h y b l i v o s t i spermií n e b o integritě a k r o z o m u při rozmrazování slámek v e 

vodní lázni při vyšší teplotě ( 6 0 °C/8 s e k u n d ) o p r o t i s t a n d a r d u ( 3 7 °C/20 s e k u n d ) . Uvádí, že 

p o k u d j s o u s p e r m i e rozmrazovány při 5 0 °C p o d o b u 9 s e k u n d místo při 7 0 °C p o d o b u 5 

s e k u n d , n e b y l žádný rozdíl v p o h y b l i v o s t i n e b o integritě membrány. V mých výsledcích j s e m 
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došla k podobnému závěru. Nedošlo k poškození a k r o z o m u a n i narušení m o t i l i t y u t e p l o t 5 5 , 

6 0 a 6 5 °C v časovém i n t e r v a l u d o 8 s e k u n d v e vodní lázni. 

T o znamená, že extrémně vysoké t e p l o t y , nemusí mít p r o buňky fatální následky. Při 

teplotě 6 5 °C čase 2 a 5 s e k u n d , b y l y výsledky srovnatelné s h o d n o t o u s t a n d a r d u . Přesto, že 

výsledky n e b y l y těchto časech s t a t i s t i c k y významné, n a p r o t i t o m u s t u d i e D a g h i g h e t a l . , ( 2 0 1 8 ) 

uvádí, že při teplotě 6 0 °C p o d o b u 4 s e k u n d b y l pozorován negativní v l i v n a s p e r m i e , k d y došlo 

k j e j i c h poškození a b y l a v y h o d n o c e n a snížená m o t i l i t a buněk. 

Použití vyšších t e p l o t s s e b o u n e s e velký důraz n a správnou d o b u v e vodní lázni. 

Hraniční d o b a p r o t e p l o t y 6 0 a 6 5 °C j e 8 s e k u n d , poté dochází k e s m r t i buněk. D l e autorů 

Yánez-Ortiz, e t a l . , 2 0 2 1 má a l e rychlé rozmrazení negativní v l i v n a k v a l i t u s p e r m a t u . Může 

dojít k e změnám v permeabilitě buněčných membrán a k e snížení v i t a l i t y a m o t i l i t y spermií. 

T o t o tvrzení p o t v r d i l y i výše uvedené výsledky práce, k d y v kratší časové úseky rozmrazení mají 

d l e c y t o m e t r i e lepší h o d n o t y než s t a n d a r d , ovšem potenciál těchto buněk p r o oplodnění 

vajíček j e nižší z důvodu narušení progresivní m o t i l i t y . 

Výsledky měřené i h n e d p o rozmrazení ( T I ) a dvě h o d i n y p o rozmrazení ( T 2 - G r a f č. 1 1 

a 1 2 ) ukazují drobné rozdíly především u d v o u parametrů, kterými j s o u mitochondriální 

membránový potenciál a m o t i l i t a buněk. Z d e můžeme p o z o r o v a t , mírné zlepšení u měření p o 

d v o u hodinách, a t o v e všech teplotách. Důvodem může být pozitivní v l i v kryokonzervačního 

r o z t o k u n a činnost mitochondrií. Z těchto výsledků b y s e d a l o u s o u d i t , že chvilkový odpočinek 

spermatických buněk v t e r m o s t a t u může mít pozitivní v l i v n a k v a l i t u inseminační dávky. 

M i t o c h o n d r i e j s o u důležité s k r z e t v o r b u e n e r g i e , která j e hlavním z d r o j e m p r o buněčnou 

homeostázu a m o t i l i t u spermií. U beranů pravděpodobně není hlavním z d r o j e m e n e r g i e 

glykolýza, přesto mají změny v glykolytické dráze účast n a mitochondriální d y s f u n k c i spermií 

a oxidační nerovnováhu. I n h i b i c e glykolýzy může mít v l i v n a změnu k i n e t i k y spermií snížením 

d o s t u p n o s t i A T P v distální části bičíku ( L o s a n o e t a l . , 2 0 1 7 ) . 

Vedlejší kinetické p a r a m e t r y , které s e p o z o r o v a l y pomocí m e t o d y C A S A b y l y také 

sledovány v čase T I a T 2 . C o s e týče l i n e a r i t y ( G r a f č. 1 8 ) , V C L ( G r a f č. 1 6 ) a S T R ( G r a f č. 1 9 ) 

b y l y h o d n o t y i h n e d p o rozmrazení a dvě h o d i n y p o rozmrazení poměrně srovnatelné, nedošlo 

z d e k výrazným výkyvům h o d n o t . U r y c h l o s t i přímky ( G r a f č. 1 7 ) a tím pádem i průměrné 

r y c h l o s t i dráhy ( G r a f č. 1 5 ) t o m u b y l o j e n nepatrně j i n a k . Z d e b y l o zjištěno, že především u 

t e p l o t 5 5 a 6 0 °C došlo k e snížení h o d n o t , t o může mít za následek snížení pravděpodobnosti 

n a úspěšné oplodnění vajíčka. 

N a c e l k o v o u v i t a l i t u spermií může mít samozřejmě v l i v s p o u s t a faktorů. M e z i t y hlavní 

patří zdravotní s t a v , ustájení, roční období, k r m i v o , a l e i dalším f a k t o r e m může být samotná 

m r a z i t e l n o s t s p e r m a t u o d daného b e r a n a a celkový p r o c e s k r y o k o n z e r v a c e . V e s t u d i i 

S a h a e t . a l . , ( 2 0 2 2 ) výsledky ukázaly, že účinnost různých kryopresevačních t e c h n i k n a k v a l i t u 
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spermií beranů p o rozmrazení s e liší v závislosti n a f a k t o r e c h , j a k o j s o u použité 

k r y o p r o t e k t a n t y , d o b a rozmrazení a teplotní podmínky. Zkoumané kryopresevační t e c h n i k y 

měly v l i v n a různé p a r a m e t r y spermií, j a k o j e m o t i l i t a , m o r f o l o g i e , acrozomální i n t e g r i t a a 

poškození mitochondrií. V případě inseminačních dávek p r o t u t o d i p l o m o v o u práci b y l použit 

k r y o p r o t e k t a n t A n d r o M e d . 

P r o využití v p r a x i j e nejlepší v a r i a n t o u standardní m e t o d a rozmrazení inseminačních 

dávek při teplotě 3 8 °C. D a g h i g h e t a l . , ( 2 0 1 8 ) v e své s t u d i i také potvrzují, že pomalé 

rozmrazení při teplotě 3 7 °C mělo nejlepší v l i v n a k v a l i t u s p e r m a t u beranů. 
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8 Závěr 

S o h l e d e m n a horší m r a z i t e l n o s t inseminačních dávek u beranů a malých přežvýkavců 

celkově, j e nutné c o nejvíce o p t i m a l i z o v a t j a k m r a z i t e l n o s t , t a k i rozmrazení dávek, a b y b y l o 

možné z a j i s t i t j e j i c h nejlepší k v a l i t u . 

Cílem diplomové práce b y l a analýza kvalitativních parametrů kryokonzervovaného 

beraního s p e r m a t u valašských ovcí v závislosti n a použití různých rozmrazovacích protokolů. 

N a základě a vyhodnocení d a t , které b y l y získány p r o t u t o d i p l o m o v o u práci b y l o 

p o t v r z e n o , že rozdílné teplotní g r a d i e n t y při rozmrazování inseminačních dávek v závislosti n a 

době ponoření v e vodní lázni mají v l i v n a kvalitativní p a r a m e t r y spermií. 

Z veškerých testovaných t e p l o t s e výsledky 4 5 °C, především v hlavních p a r a m e t r e c h , 

nejvíce blížili s t a n d a r d u . U této t e p l o t y vyšly h o d n o t y v i a b i l i t y , mitochondriálního 

membránového potenciálu, m o t i l i t a a progresivní m o t i l i t a podobně s e s t a n d a r d e m . 

Vyšší t e p l o t y 6 0 a 6 5 °C v kratších časovém úseku rozmrazení mají d l e c y t o m e t r i e lepší 

h o d n o t y než s t a n d a r d , ovšem d l e výsledků C A S A j e potenciál těchto buněk p r o oplodnění 

vajíček nižší z důvodu narušení progresivní m o t i l i t y . 

P r o praktické využití v c h o v u valašských beranů j e nejlepší v a r i a n t o u využívat standardní 

m e t o d y , k d y probíhá rozmrazení při 3 8 °C. V externích podmínkách b y b y l o použití vyšších 

t e p l o t složitější z h l e d i s k a dosažení přesné t e p l o t y a času. 

P r o přesnější a s t a t i s t i c k y významné výsledky b y b y l o nutné získat větší množství d a t s e 

zacílením n a kratší časové úseky při vysokých teplotách. 
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10 Seznam použitých zkratek a symbolů 

T I - hodnocení v z o r k y i h n e d p o rozmrazení 

T 2 - hodnocení v z o r k u 2 h o d i n y p o rozmrazení 

V I A - životaschopnost 

M M P - mitochondriální membránový potenciál 

P M D - poškození plazmatické membrány 

A C R D - poškození a k r o z o m u 

P M A D - poškození plazmatické membrány a a k r o z o m u 

M O T - m o t i l i t a 

P R O G - progresivní m o t i l i t a 

V A P - průměrná r y c h l o s t dráhy 

V C L - křivočará r y c h l o s t 

V S L - r y c h l o s t přímky 

L I N - l i n e a r i t a 

S T R - přímost 

n . e . - n e b y l o h o d n o c e n o 

* S t a t i s t i c k y významný rozdíl p < 0 , 0 5 m e z i naměřenou h o d n o t o u a s t a n d a r d e m 

50 



11 Samostatné přílohy 

11.1 Průtoková cytometrie hlavní parametry T2 

Graf č. 11: Výsledek průtokové c y t o m e t r i e T 2 hlavní p a r a m e t r y v a r i a b i l i t a a mitochondriální 
membránový potenciál 
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11.2 CASA hlavní parametry 12 

Graf č. 12: Výsledky C A S A hlavní p a r a m e t r y T 2 m o t i l i t a a progresivní m o t i l i t a 
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11.3 Průtoková cytometrie vedlejší parametry TI a 12 

Graf č. 1 3 : Výsledek průtokové c y t o m e t r i e T I a T 2 poškození plazmatické membrány 
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Graf č. 1 4 : Výsledek průtokové c y t o m e t r i e T I a T 2 poškození a k r o z o m u a plazmatické 
membrány 
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11.4 CASA vedlejší parametry TI a 12 

Graf č. 1 5 : Výsledky C A S A průměrná r y c h l o s t dráhy ( j e d n o t k y u m / s ) 
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Graf č. 1 6 : Výsledky C A S A křivočará r y c h l o s t ( j e d n o t k y u . m / s ) 
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Graf č. 1 7 : Výsledky C A S A r y c h l o s t přímky ( j e d n o t k y u . m / s ) 
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Graf č. 1 8 : Výsledky C A S A l i n e a r i t a 
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Graf č. 1 9 : Výsledky C A S A přímost 
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11.5 Statistické významnosti průtokové cytometrie 

Tabulka č. 1: Významnosti m e z i v a r i a n t o u teplota/čas vůči s t a n d a r d u T I 
S t a t i s t i c k y významný rozdíl ( P < 0 , 0 5 ) 

VIA1 PMD1 PMAD1 ACRD1 MMP1 
45/2 0 . 7 0 7 4 0 . 1 5 7 4 0 . 2 1 5 2 0 . 5 7 4 6 0 . 1 0 8 6 
45/5 0 . 6 1 0 2 0 . 1 1 4 1 0 . 1 5 4 4 0 . 4 3 1 3 0 . 0 4 3 5 
45/8 0 . 2 4 0 1 0 . 9 1 0 8 0 . 5 4 4 2 0 . 3 7 5 1 0 . 1 1 9 4 
45/11 0 . 6 6 1 5 0 . 5 5 8 3 0 . 4 9 2 7 0 . 9 1 1 5 0 . 8 7 1 0 
45/14 0 . 9 3 9 4 0 . 7 7 1 0 0 . 7 9 2 3 0 . 9 7 1 6 0 . 8 4 5 2 
50/2 0 . 2 5 3 6 0 . 4 5 6 2 0 . 8 9 2 4 0 . 1 9 3 0 0 . 6 4 5 7 
50/5 0 . 0 3 8 5 0 . 5 6 3 0 0 . 0 9 1 2 0 . 0 3 4 1 0 . 5 2 1 8 
50/8 0 . 5 9 4 7 0 . 8 8 7 7 0 . 8 1 8 6 0 . 4 2 9 2 0 . 3 8 3 4 
50/11 0 . 0 8 0 3 0 . 3 6 2 7 0 . 0 9 6 5 0 . 6 2 6 2 0 . 2 2 2 7 
50/14 0 . 0 0 1 5 0 . 5 4 2 4 0 . 0 2 0 4 0 . 0 4 3 4 0 . 2 9 5 1 
55/2 0 . 2 7 7 2 0 . 9 3 9 7 0 . 5 3 3 3 0 . 7 0 0 8 0 . 2 3 8 0 
55/5 0 . 7 5 0 7 0 . 7 3 6 0 0 . 9 5 6 5 0 . 6 3 9 4 0 . 4 0 3 3 
55/8 0 . 5 4 0 2 0 . 1 2 3 2 0 . 1 4 4 4 0 . 5 3 0 4 0 . 9 5 3 2 
55/11 0 . 3 7 9 2 0 . 4 4 4 2 0 . 3 0 3 7 0 . 6 8 3 5 0 . 4 0 1 2 
55/14 0 . 7 4 6 1 0 . 2 0 3 2 0 . 2 5 7 8 0 . 9 1 2 3 0 . 4 9 5 1 
60/2 0 . 5 5 2 7 0 . 0 1 1 0 0 . 1 2 7 2 0 . 0 9 6 8 < . 0 0 0 1 
60/5 0 . 0 4 7 8 0 . 2 1 3 4 0 . 0 3 6 7 0 . 1 6 1 5 0 . 0 0 0 1 
60/8 0 . 9 1 9 0 0 . 0 8 0 2 0 . 2 1 5 9 0 . 5 3 6 5 < . 0 0 0 1 
60/11 0 . 5 5 3 3 0 . 4 4 0 4 0 . 3 5 2 9 0 . 6 7 9 5 < . 0 0 0 1 
60/14 0 . 8 5 4 6 0 . 5 3 3 4 0 . 5 6 8 9 0 . 9 9 5 6 < . 0 0 0 1 
65/2 0 . 6 0 5 9 0 . 9 3 8 7 0 . 7 9 5 9 0 . 5 3 4 5 0 . 9 2 9 3 
65/5 0 . 6 7 6 2 0 . 8 8 2 9 0 . 7 1 3 0 0 . 6 1 9 3 0 . 9 8 4 0 
65/8 0 . 0 1 2 9 0 . 5 5 5 8 0 . 0 6 3 5 0 . 3 3 9 9 0 . 8 1 2 5 
65/11 0 . 0 0 2 3 0 . 1 2 0 8 0 . 0 0 4 1 0 . 3 5 0 0 < . 0 0 0 1 
65/14 0 . 0 0 0 2 0 . 0 4 9 1 0 . 0 0 0 4 0 . 1 5 2 6 < . 0 0 0 1 

X 



Tabulka č. 2: Významnosti m e z i v a r i a n t o u teplota/čas vůči s t a n d a r d u T 2 
S t a t i s t i c k y významný rozdíl ( P < 0 , 0 5 ) 

VIA2 PMD2 PMAD2 ACRD2 MMP2 
4 5 / 2 0 . 7 0 6 6 0 . 2 7 2 3 0 . 2 4 1 9 0 . 2 2 4 7 0 . 9 5 2 9 
4 5 / 5 0 . 5 4 7 4 0 . 5 3 9 4 0 . 3 7 6 0 0 . 3 5 8 8 0 . 9 3 9 4 
4 5 / 8 0 . 3 2 9 0 0 . 8 8 7 0 0 . 5 0 4 3 0 . 8 4 8 3 0 . 7 2 0 6 
4 5 / 1 1 0 . 7 0 7 2 0 . 8 7 2 0 0 . 7 2 4 0 0 . 8 0 2 5 0 . 7 7 5 7 
4 5 / 1 4 0 . 8 1 1 3 0 . 8 9 3 2 0 . 9 7 9 4 0 . 9 6 0 9 0 . 9 1 8 9 
5 0 / 2 0 . 6 1 7 1 0 . 8 6 0 8 0 . 6 5 3 8 0 . 6 1 1 9 0 . 4 6 0 3 
5 0 / 5 0 . 2 0 5 9 0 . 5 1 8 5 0 . 1 8 2 0 0 . 0 5 9 7 - 0 . 7 2 3 3 
5 0 / 8 0 . 3 7 7 7 0 . 8 1 3 0 0 . 4 9 2 9 0 . 9 1 6 Ô - 0 . 9 6 7 3 -

5 0 / 1 1 0 . 3 5 1 6 0 . 4 7 4 5 0 . 2 5 5 9 0 .479lT 0 . 8 5 2 9 -

5 0 / 1 4 0 . 0 0 2 7 0 . 0 9 7 9 0 . 0 0 2 1 0 . 0 8 6 8 0.89Ô3T 

5 5 / 2 0 . 7 7 4 0 0 . 9 2 6 9 0 . 8 7 4 2 0 . 2 1 9 6 0 . 9 5 9 6 
5 5 / 5 0 . 6 4 0 7 0 . 5 9 1 3 0 . 4 9 1 3 0 . 9 2 5 7 0 . 9 7 6 1 
5 5 / 8 0 . 9 7 6 9 0 . 8 0 5 6 0 . 7 9 6 6 0 . 4 7 6 5 0 . 9 8 7 0 
5 5 / 1 1 0 . 8 3 4 7 0 . 9 6 6 8 0 . 8 4 8 5 0 . 4 8 3 3 0 . 9 0 1 4 
5 5 / 1 4 0 . 9 1 5 1 0 . 7 7 3 5 0 . 8 1 8 9 0 . 2 9 1 3 0 . 3 1 2 2 
6 0 / 2 0 . 5 1 4 2 0 . 2 7 4 1 0 . 6 1 8 7 0 . 6 1 5 0 0 . 0 2 5 5 
6 0 / 5 0 . 5 0 8 9 0 . 9 7 9 8 0 . 6 5 7 8 0 . 3 5 0 9 0 . 0 4 8 9 
6 0 / 8 0 . 7 4 8 4 0 . 2 7 0 3 0 . 2 8 1 7 0 . 9 2 3 7 0 . 2 3 1 0 
60/ÍT~ 0 . 0 8 7 0 0 . 0 9 6 1 0 . 7 2 7 1 0 . 3 4 8 9 0 . 4 0 3 2 
6 0 / 1 4 0 . 0 5 0 0 0 . 0 7 2 1 0 . 7 4 0 7 0 . 4 5 9 8 0 . 1 0 3 3 
6 5 / 2 0 . 4 5 2 5 0 . 4 6 2 6 0 . 3 0 3 6 0 . 7 5 5 9 0 . 9 2 4 0 
6 5 / 5 0 . 1 8 1 8 0 . 6 5 8 3 0 . 2 7 8 4 0 . 8 0 8 3 0 . 5 7 8 0 
6 5 / 8 < . 0 0 0 1 0 . 1 6 8 1 0 . 1 9 4 6 0 . 0 1 6 3 0 . 7 2 1 0 
6 5 / 1 1 < . 0 0 0 1 0 . 0 0 7 4 0 . 2 2 0 2 0 . 0 0 3 0 < . 0 0 0 1 
6 5 / 1 4 < . 0 0 0 1 0 . 0 2 6 1 0 . 0 2 2 1 0 . 0 0 0 9 < . 0 0 0 1 

X I 



11.6 Statistické významnosti CASA 

Tabulka č.3: Významnosti m e z i v a r i a n t o u teplota/čas vůči s t a n d a r d u C A S A T I 
S t a t i s t i c k y významný rozdíl ( P < 0 , 0 5 ) 
n . e . - nebylo hodnoceno  

MOT1 PROG1 VAP1 VCL1 VSL1 LIN1 STR1 
45/2 0 . 9 7 8 2 0 . 7 7 2 3 0 . 8 1 7 3 0 . 4 5 0 6 0 . 5 0 9 8 0 . 4 5 9 3 0 . 5 1 0 3 
45/5 0 . 9 0 3 4 0 . 5 1 2 1 0 . 9 9 1 2 0 . 3 4 8 9 0 . 2 9 7 7 0 . 2 9 8 7 0 . 2 2 3 5 
45/8 0 . 9 1 4 9 0 . 9 9 2 9 0 . 9 2 6 1 0 . 5 7 0 1 0 . 5 8 4 4 0 . 5 1 9 8 0 . 5 4 1 7 ~ ~ 
45/11 0 . 7 0 8 1 0 . 7 2 0 9 0 . 7 0 4 4 0 . 4 7 0 0 0 . 7 4 1 1 0 . 8 5 3 Ô - 0 . 9 8 8 7 
45/14 0 . 3 1 9 1 0 . 8 6 2 2 0 . 9 8 8 5 0 . 5 9 7 8 0 . 5 2 9 7 0 . 5 3 8 5 0 . 5 2 3 7 
50/2 0 . 2 7 6 4 0 . 0 2 8 3 0 . 7 6 3 5 0 . 2 8 5 4 0 . 3 1 6 5 0 . 3 0 3 8 0 . 1 8 2 9 
50/5 0 . 2 2 2 1 0 . 1 0 7 1 0 . 8 9 0 2 0 . 3 5 4 0 0 . 2 9 5 7 0 . 3 4 6 7 0 . 1 9 4 3 
50/8 0 . 8 7 5 2 0 . 0 0 9 6 0 . 8 3 1 8 0 . 3 5 3 9 0 . 0 7 9 1 0 . 1 6 6 3 0 . 0 8 4 5 
50/11 0 . 9 3 9 8 0 . 1 0 9 5 0 . 6 8 4 5 0 . 6 9 6 6 0 . 1 6 8 9 0 . 3 8 5 3 0 . 2 3 8 6 
50/14 0 . 0 1 0 3 0 . 0 0 0 8 0 . 5 3 7 6 0 . 5 5 1 3 0 . 0 6 1 2 0 . 1 8 5 9 0 . 0 8 2 1 
55/2 0 . 9 2 1 2 0 . 5 0 5 9 0 . 4 1 8 3 0 . 5 4 7 6 0 . 2 7 0 9 0 . 5 6 9 4 0 . 6 0 7 6 
55/5 0 . 6 4 4 6 0 . 6 4 6 6 0 . 4 4 0 2 0 . 3 0 3 7 0 . 9 4 4 9 0 . 8 6 6 5 0 . 8 9 7 0 
55/8 0 . 5 8 8 2 0 . 7 4 7 6 0 . 7 0 0 9 0 . 8 5 6 5 0 . 3 5 4 6 0 . 6 6 0 2 0 . 6 1 0 5 
55/11 0 . 4 3 0 2 0 . 5 9 3 5 0 . 6 8 4 0 0 . 8 8 6 5 0 . 8 0 2 6 0 . 7 5 1 5 0 . 7 2 2 9 
55/14 0 . 3 4 7 3 0 . 7 3 4 9 0 . 9 8 9 2 0 . 4 8 1 6 0 . 5 0 2 4 0 . 3 0 1 0 0 . 1 4 9 0 
60/2 n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . 
60/5 n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . 
60/8 n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . 
60/11 n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . 
60/14 n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . 
65/2 0 . 1 3 6 1 0 . 0 0 9 4 0 . 7 2 9 8 0 . 1 3 7 7 0 . 2 0 6 1 0 . 1 5 5 9 0 . 0 8 8 2 
65/5 0 . 0 7 4 4 0 . 0 0 3 8 0 . 6 3 3 2 0 . 4 6 7 7 0 . 0 3 9 3 0 . 0 9 7 Ô - 0 . 0 5 0 6 
65/8 0 . 0 0 0 4 0 . 0 0 0 3 0 . 0 0 0 6 0 . 0 0 7 8 0 . 0 0 0 3 0 . 2 8 9 1 0 . 3 9 0 8 
65/11 < . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 
65/14 < . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 

X I I 



Tabulka č. 4: Významnosti m e z i v a r i a n t o u teplota/čas vůči s t a n d a r d u C A S A T 2 
S t a t i s t i c k y významný rozdíl ( P < 0 , 0 5 ) 
n . e . - n e b y l o h o d n o c e n o 

MOT2 PROG2 VAP2 VCL2 VSL2 LIN2 STR2 
45/2 0 . 7 7 9 5 0 . 6 0 0 2 0 . 3 5 0 9 0 . 1 2 2 9 0 . 4 0 1 8 0 . 9 0 6 6 0 . 8 4 0 0 
45/5 0 . 4 0 8 8 0 . 7 6 8 4 0 . 1 1 7 9 0 . 0 9 3 2 0 . 1 3 6 3 0 . 0 9 2 6 0 . 1 7 2 9 
45/8 0 . 8 0 2 7 0 . 6 4 4 1 0 . 4 3 1 1 0 . 3 7 9 4 0 . 6 0 5 4 0 . 9 7 5 5 0 . 9 9 3 4 
45/11 0 . 7 6 2 6 0 . 5 7 3 0 0 . 4 2 8 8 0 . 3 9 1 6 0 . 4 2 1 3 0 . 6 5 4 5 0 . 7 3 3 8 
45/14 0 . 5 3 8 1 0 . 6 8 1 3 0 . 7 1 0 5 0 . 6 9 8 0 0 . 7 5 5 9 0 . 7 2 9 6 0 . 9 4 8 7 
50/2 0 . 9 9 3 6 0 . 4 1 8 7 0 . 3 1 6 5 0 . 7 3 0 3 0 . 0 3 3 4 0 . 7 0 4 6 0 . 5 9 3 7 -

50/5 0 . 4 6 3 1 0 . 4 1 0 7 0 . 0 9 2 0 0 . 3 3 1 5 0 . 1 4 3 9 0 . 7 3 4 9 0 . 5 5 2 3 
50/8 0 . 4 7 1 0 0 . 7 0 5 6 0 . 0 9 6 3 0 . 4 7 0 2 0 . 3 0 0 3 0 . 2 8 7 1 0 . 7 3 8 0 
50/11 0 . 8 0 8 5 0 . 5 9 3 4 0 . 3 6 7 4 0 . 7 2 8 3 0 . 0 4 1 6 ~ ~ 0 . 5 9 3 l T 0 . 6 8 5 l T 
50/14 0 . 1 6 2 2 0 . 1 2 4 5 0 . 0 9 2 2 0 . 4 3 8 4 0 . 1 4 1 9 0 . 5 7 2 0 0 . 8 5 2 8 
55/2 0 . 9 7 2 5 0 . 3 4 0 4 0 . 3 4 4 6 0 . 1 7 0 9 0 . 4 2 7 7 0 . 5 2 9 5 0 . 6 4 8 5 
55/5 0 . 6 9 4 2 0 . 8 2 2 2 0 . 3 3 1 9 0 . 2 1 8 3 0 . 6 0 8 7 0 . 8 3 6 7 0 . 9 2 5 1 
55/8 0 . 9 2 5 7 0 . 3 6 2 2 0 . 9 8 4 6 0 . 9 0 9 5 0 . 8 4 1 0 0 . 7 4 4 6 0 . 7 5 5 6 
55/11 0 . 7 1 6 0 0 . 4 4 0 8 0 . 5 1 2 6 0 . 2 5 9 8 0 . 5 1 1 3 0 . 8 2 0 2 0 . 8 8 9 1 
55/14 0 . 5 9 0 9 0 . 2 1 7 9 0 . 5 5 5 3 0 . 3 5 6 3 0 . 5 5 4 1 0 . 7 0 2 4 0 . 8 9 6 8 
60/2 n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . 
60/5 n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . 
60/8 n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . 
60/11 n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . 
60/14 n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . n . e . 
65/2 0 . 5 9 5 6 0 . 7 9 3 7 0 . 4 7 7 7 0 . 9 0 4 6 0 . 1 6 0 9 0 . 4 9 2 3 0 . 9 0 4 1 
65/5 0 . 2 7 6 1 0 . 2 9 1 2 0 . 2 6 2 4 0 . 5 0 7 8 0 . 3 8 7 5 0 . 4 3 1 8 0 . 9 2 3 8 
65/8 0 . 0 0 2 1 0 . 1 1 3 4 0 . 5 0 6 2 0 . 7 7 6 9 0 . 4 7 0 6 0 .09Í lT 0 . 4 7 8 4 
65/11 < . 0 0 0 1 0 . 0 0 7 7 0 . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 0 . 0 6 7 3 " 0 . 2 3 4 3 
65/14 < . 0 0 0 1 0 . 0 0 7 7 < . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 
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11.7 Nastavení regionů pro analýzu průtokové cytometrie 

P N A l e c t i n - FITC 

Obrázek č. 4 : R e g i o n y ( A r c h i v A u t o r a ) 
1 . charakteristický r o z p t y l s rozptylovým signálem (SSC, F S C ) , které j s o u typické p r o 

spermatické buňky. 
2 . Pík s e spermatickými buňkami, které o b s a h o v a l y D N A ( H o e c h s t - 3 3 3 4 2 ) . 
3 . R e g i o n procentuálně analyzovány j a k o životaschopné ( V I A , b e z poškozené plazmatické 

membrány a b e z poškozeného a k r o z o m u ) ; j a k o buňky s poškozenou p o u z e 
p l a z m a t i c k o u membránou ( P M D ) ; j a k o buňky s poškozenou j a k p l a z m a t i c k o u 
membránou, t a k i a k r o z o m e m ( P M A D ) ; a j a k o buňky s poškozeným p o u z e a k r o z o m e m 
( A C R D ) . 

4 . Hodnocení vysoké mitochondriální a k t i v i t y ( M M P ) spermií z V I A buněk. 
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