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Souhrn
Tato práce se zabývá hodnocením kvality ejakulátu hřebců jejichž semeno bylo zchlazeno a  zmraženo. Zřetel byl brán i na rozdílnou plemennou příslušnost. Je možné, že pro každé plemeno bude vhodný jiný způsob konzervace. 

V rešerši jsou popsány běžné metody in vitro hodnocení ejakulátu hřebců. Následují druhy ředících médií, která se používají při zpracování ejakulátu do inseminačních dávek. Zvláštní důraz je brán na technologii zpracování hřebčího semene, tedy krátkodobá a dlouhodobá konzervace. 
Mikroskopickým hodnocením ejakulátu se v běžné praxi posuzuje motilita, koncentrace, poměr živých a mrtvých spermií a morfologické změny. Motilita vypovídá o úrovni metabolismu spermií. V tomto experimentu bylo stanovení počtu pohyblivých spermií provedeno vyhodnocením trajektorií pohybujících se spermií snímaných systémem obrazové analýzy NIS – Elements AR 3.2.  Koncentrací jsme analyzovali dostatečné množství oplození schopných spermií. Podílem živých spermií jsme hodnotili integritu membrán, neboť poškozenou membránou barvivo proniká snáze než membránou neporušenou. Morfologickým hodnocením byl stanoven podíl abnormálních spermií, které vznikají jak při spermatogenezi, tak při manipulaci s ejakulátem. Hodnocením spermií jsme získali představu o plodnosti hřebce.

Nedílnou součástí při zpracování semene je přídavek ředících médií, která umožňují spermiím přežít i mimo pohlavní trakt klisny, protože spermie chrání a poskytují jim zdroj energie.

V dnešní době je ejakulát pro umělou inseminaci konzervován chlazením nebo kryokonzervací. Obě metody mají své klady a zápory a nelze jednoznačně určit, která z metod konzervace je vhodnější. Kryokonzervace umožňuje flexibilnější manipulaci především z časového hlediska. Takto ošetřené sperma může být skladováno neomezeně dlouhou dobu, ale nelze se vyhnout vyšší míře poškozených spermií. Chlazené semeno poskytuje kvalitnější inseminační dávku, protože semeno není zatíženo hlubokým zmražením. Nicméně ne vždy je možné krátkodobě konzervované sperma použít, zvláště řeší-li chovatel velkou vzdálenost mezi hřebcem a klisnou, nebo chce-li inseminovat dávkou od již nežijícího hřebce. 

Experimentem jsme prokázali, že kvalitativní ukazatele chlazeného semene skutečně převyšují hodnoty mražených inseminačních dávek. Signifikantně nižší hodnoty kvalitativních ukazatelů byly detekovány u hřebce Strarokladrubského koně. Toto plemeno totiž dlouholetým šlechtěním a příbuzenskou plemenitbou podléhá inbrední depresi, která se odráží na plodnosti. Hřebci plemen Achal Teke a Shagya Arab poskytují velmi dobré výsledky. Tato plemena disponují dobrou fertilizační schopností, protože pocházejí z drsných podmínek a přirozenou selekcí tak byli preferováni silní a odolní jedinci.  Plodnost totiž pozitivně koreluje s celkovou odolností jedince. O importovaném plemeni American Paint Horse zatím nemáme dostatečné poznatky, ale v experimentu dosáhl tento hřebec výsledků srovnatelných s předchozími hřebci. Plemeno Welsh pony není zatíženo inbrední depresí a hřebec tohoto plemene se ukázal také jako vhodný pro mražení semene. 
Obě metody mají pro své specifické výhody opodstatnění v praktickém využití. Nelze jednoznačně upřednostnit jednu z těchto technologií.
Klíčová slova: hřebec – spermie – chlazené semeno – kryokonzervace – in vitro hodnocení
Summary

This thesis deals with evaluation of stallion ejaculate whose semen has been chilled and frozen. Breed diference has also been considered and that is why a different method of conservation might be useful for each individual breed.

The work describes common methods of in vitro evaluation of the stallions´ ejaculate. Further on,the extenders are described which are used in the processing of the ejaculate into insemination doses. Particular emphasis is put on the technology of the stallion semen processing i.e. short-term and long-term storage. 

Microscopical evaluation of the ejaculate is commonly dealing with motility, cocncentration, ratio of live and dead spermatozoa and morphological changes. Motility indicates the level of spermatozoa metabolism. In this experiment, determination of the number of motile spermatozoa was carried by the means of the evaluation of trajectories of the moving spermatozoa, detected using NIS – Elements 3.2. in this experiment. Sufficient number of spermatozoa capable of fertilization has been analysed through the concentration. Share of living spermatozoa has been used to assess the membrane integrity since the colouring matter penetrates the damaged membrane more easily then the undamaged one. The share of abnormal spermatozoa emerging both through spermatogenesis and the semen handling has been determined by morphological assessment. Our idea of the stallion fertility has been achieved through the spermatozoa assessment. 

An addition of extenders is an inseparable part of the semen processing thereby allowing the spermatozoe to survive even outsider the mare´s reproductive tract since the extenders protect the spermatozoa and provide them with energy.
Currently, ejaculate for artificial insemination is preserved by cooling or by process of   cryconservation. Both methods have their pro´s and cons and more of them can be clearly considered as more suited. Cryoconservation allowes for more flexible handling namely with respekt of time. The sperm treated in this way can be stored for unlimited period of time but the larger share of damaged spermatozoa can not be avoided. Chilled semen provides a better quality insemination dose as a semen is not affected by deep freezing. Nevertheless it is not always possible to apply the short-term preserved sperm, particularly if there is a large distance between the stallion and the mare or if the sperm from a dead stallion is to be used.

Our experiment has proven that the duality of chilled semen indeed, exceed the values of frozen insemination doses. Significantly lower quality values have been detetcted in Old Kladruby horse stallion. This breed suffers from inbreeding depression resulting from long-time end relative breeding which is reflected in fertility. Akhal Teke and Shagya arab stalions have shown very good results. These breed are characterisitc of good fertilizing abilities as they originated in rough conditions with natural selection and when strong and resistant individuals were preffered. Fertility positively correlates with general imunity of an individua. We have not enough experience with the imported breed American Paint Horse but the results of this stallion were comparable with the other stallions in our experiment. Welsh Pony breed does not suffer from inbreeding depression and this breed´s stallion appered to be suited for freezing his sperm too. 

Both methods are justified in practical application having specific advantages and disadvantages. None of these technology can be clearly given preference.

Key words: stallion – spermatozoa – cooled semen – cryopreservation – in vitro evaluation
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1. Úvod 

Chov koní byl ještě počátkem minulého století nedílnou součástí hospodářství, neboť použití koně bylo ve výrobě velmi rozsáhlé a nenahraditelné. Koně využívala pro svou činnost armáda, mnoho koní pracovalo v zemědělství a lesnictví a nemalá část koní sloužila jako dopravní prostředek v průmyslu a dopravě. Modernizace a technický rozvoj průmyslu v 50. letech měl zásadní vliv na snížení využití koní v celé výrobní oblasti. Význam chovu koní však přetrvává a dále se rozvíjí ve sportovních aktivitách, agroturistice a v hobby využití. Chov koní v naší zemi se v současné době nachází v ekonomicky složité situaci a je zřejmé, že zlepšení tohoto faktu spočívá v produkci kvalitních výkonných koní, z nichž nejlepší budou schopni obstát v mezinárodní konkurenci. 
V současnosti, kdy jsou koně využíváni hlavně ve sportu, je nutno zaměřit plemenářskou práci na vyšlechtění specializovaných linií k jednotlivým sportovním disciplínám. V posledních letech bylo do České republiky dovezeno mnoho zahraničních hřebců, kteří by měli zlepšit a postupně pozdvihnout kvalitu našeho chovu na evropskou úroveň. 

Chov koní je v současnosti neodmyslitelně spjat s biotechnologickými metodami 
asistované  reprodukce. Z hlediska hřebce je to především produkce co nejkvalitnějších inseminačních dávek. 

2. Cíl práce

Cílem práce je ověřit vliv technologie chlazení a kryokonzervace na kvalitu semene pomocí mikroskopického vyšetření. 

3. Literární rešerše
3.1. Mikroskopické hodnocení ejakulátu

Spermie musí mít několik atributů, aby mohla oplodnit oocyt tj. dobrá motilita, normální morfologie, dostatečný metabolismus pro energetickou produkci a integrita membrány. Měření jen jediného ukazatele není dostatečné pro odhad plodnosti (Graham, 1996).
3.1.1. Motilita

Motilita spermií je ukazatelem úrovně metabolismu spermií (Katila, 2001).  V hodnocení motility rozlišujeme tzv. úplnou motilitu (zahrnující všechny způsoby pohybu spermií) a progresivní motilitu spermie za hlavičkou vpřed (Katila, 2001; Clulow et al., 2008). Motilita spermií se hodnotí pomocí stupnice 0 - 5. 0 je klasifikována jako nedostatečná, 5 jako vynikající. Pro přesnější výsledky musí být motilita hodnocena bezprostředně po odběru. Vzorek se umístí na předehřáté podložní sklíčko, které se vloží pod mikroskop s fázovým kontrastem. Sperma může být hodnoceno neředěné, nebo ředěné. Ředění však může motilitu ovlivnit. Odhad motility je do jisté míry subjektivní, protože záleží na dosavadních zkušenostech hodnotitele. (Morel, 1993; Katila, 2001). Subjektivitu hodnocení motility eliminuje použití vhodného softwaru (Katila, 2001). Následující tabulka popisuje stupně hodnocení motility. 
Tabulka č. 3.1. Stupně hodnocení motility (Morel, 1993).
	Stupeň
	Popis

	0
	nepohyblivé

	1
	statické, nebo slabé rotační pohyby

	2
	pohyb dopředu a dozadu nebo rotační pohyb, méně než 50% z nich vykazuje progresivní pohyb vpřed, nejsou patrné žádné vlnovky, nebo rychlé pohyby bičíku

	3
	progresivní rychlý pohyb spermií s pomalým pohybem bičíku  indikuje, že přibližně  50-80 % spermií vykazuje progresivní pohyb vpřed

	4
	energický, progresivní pohyb vpřed s rychlými vlnovkami indikuje, že přibližně 90 % spermií vykazuje progresivní pohyb vpřed

	5
	velmi energický, progresivní pohyb vpřed se silnými, rychlými pohyby bičíku indikuje, že 100% vykazuje progresivní pohyb vpřed


Druh pohybu, který je požadován,  je progresivní nebo oscilační (pohyb na místě).  (Morel, 1993). Běžný je kruhový pohyb spermií, který je způsoben četným výskytem spermií s abaxiálním nasazením bičíku (Kenney et al., 1983 in Katila, 2001). Pohyb ve velmi těsných kruzích je klasifikován jako abnormální. Semeno obsahující nejméně 40 % spermií s progresivním pohybem (tj. stupeň 2/3) může být považováno za adekvátní pro umělou inseminaci. 

Motilitu spermií lze hodnotit ve vztahu k času. V tomto případě hovoříme o tzv. testu přežitelnosti, kdy posuzujeme motilitu po různě dlouhé době inkubace za definované teploty (Katila, 2001). Rutinně je přežitelnost hodnocena po 4 hodinách při 37 °C, dále po 12 – 48 hodinách při 20 °C a po 7 dnech při 5 °C (Vidament et al., 1998). 

V souvislosti s motilitou můžeme hodnotit rovněž rychlost pohybu spermií (Katila, 2001). 

Lze předpokládat, že motilita spermií je ovlivněna výběrem hřebců (Clulow et al., 2008). 

Motilitu spermií dlouhodobě uchovávaných inseminačních dávek ovlivňuje jejich koncentrace. S rostoucí koncentrací klesá motilita spermií bezprostředně po rozmrazení. Velikost inseminačních dávek motilitu hřebčích spermií neovlivňuje (Clulow et al., 2008). 

Existuje závislost mezi motilitou a hodnotou HOS testu (hyposmotic swelling test), překvapivě však neshledáváme korelaci mezi motilitou a oplozovací schopností spermií, což je vysvětleno různou reakcí spermií na vnitřní prostředí pohlavního traktu klisny (Katila, 2001). 

Přestože není motilita ukazatelem, který podává úplnou a objektivní informaci o spermatu, jedná se o indikátor relativního zdraví spermií (Katila, 2001).  Také Voss et al. (1981) zjistil, že přesto, že motilita je u hřebců nejčastěji používaný test, však ne zcela koreluje s plodností,  zvláště jedná-li se o mražené semeno (Voss et al., 1981).

3.1.2. Koncentrace


Koncentrace spermií může být vyhodnocována buď hemocytometricky nebo pomocí spektrofotometru. Počet spermií určovaných hemocytometricky se spočítá pomocí mřížky, která je vyryta na podložním sklíčku. Tato metoda poskytuje velmi dobrý odhad, ale je zdlouhavá a v terénu těžko použitelná. Oproti tomu spektrofotometr je v praxi vhodnější, ale výsledky mohou být variabilní. Pomocí tabulky je hustota (určená spektrofotometrem) převedena na koncentraci. 

Normální koncentrace spermií je 30 - 600 mil. spermií/ml v nenaředěném ejakulátu, avšak koncentrace může být variabilní v závislosti na ročním období (Morel, 1993).

Vysoká koncentrace a dávka semene může dokonce snížit plodnost (Kuisma, 2006). Existuje mnoho studií, které se zabývají vztahem mezi koncentrací a motilitou. 

 3.1.3. Poměr živých a mrtvých spermií


Poměr živých a mrtvých spermií nás informuje o  životaschopnosti spermií. Hodnotí se mikroskopicky po naředění vzorku ejakulátu (Morel, 1999). Tato technika je založena na kapacitě membrán absorbovat barvivo. Intergrita plazmatické membrány je demonstrována schopností živých buněk odpuzovat barvivo. Oproti tomu do spermií, které jsou mrtvé a mají nefunkční plazmatickou membránu, barvivo pasivně proniká (Samper et al., 2007). Spermie se obarví eosin-nigrosinem. Mrtvé spermie jsou červené, živé bílé. Tato metoda umožňuje skladovat obarvené preparáty pro vyhodnocení déle než tři týdny. 


Zastoupení živých spermií je vyjádřeno procentuálně nebo poměrem. Poměr živých spermií ku mrtvým přijatelný pro umělou inseminaci je 6,5 : 3,5. Nicméně i vzorek s nižším poměrem  může být použitelný, obzvlášť jde-li o vzácného a hodnotného hřebce. Pokud má takový vzorek vysoký celkový počet spermií, může být naředěn na počet spermií, které ještě stačí k oplození (Morel, 1993).

3.1.4. Morfologické hodnocení

Morfologické hodnocení spermií je běžná metoda, kterou se odhaduje plodnost hřebců. Sperma je posuzováno mikroskopicky. Z celkového počtu hodnocených spermií se vypočítá procentuální zastoupení abnormálních spermií. K obarvení vzorku se používá například eosin-nigrosin (Morel, 1993), dále také kongo červeň a krystal violeť (Věžník, 2004). 

Morfologie obvykle zahrnuje hodnocení kvality krčku a bičíku spermie, jen u hlavičky se hodnotí její tvar a integrita oblasti akrozómu. Abnormality může způsobit mnoho příčin, včetně selhání spermatogeneze, poruch zrání a poškození, která vzniknou po ejakulaci.   

Poruchy spermatogeneze se obvykle projevují zdvojenými hlavičkami, zdvojenými bičíky, absencí krčku, spermiemi bez bičíku, zakrnělými nebo stočenými bičíky. Nedozrálé spermie jsou charakteristické přítomností cytoplazmatické kapky. Zrací proces probíhá tak, že se kapka posunuje směrem dolů po bičíku až zmizí úplně. Přítomnost cytoplazmatické kapky  je pouze dočasná a signalizuje příliš časté odběry hřebce. Tyto problémy obvykle zmizí po sexuální abstinenci. Pokud se po ejakulaci vyskytne vysoké procento prasklých hlaviček spermií může to znamenat to, že nebylo použito správné ředící médium nebo nebylo ve správném poměru. 

Sperma obsahující 65 % a více morfologicky normálních spermií je vhodné pro umělou inseminaci (Morel, 1993). Samper et al., 2007 uvádějí, že vysoce plodní hřebci mají více než 60 % morfologicky normálních spermií a méně než 5 % abnormalit na akrozómu a střední části spermie.

Morel (1999) dělí morfologické změny do tří skupin. Primární změny jsou způsobeny poruchami při spermatogenezi a jsou charakterizovány oddělenými hlavičkami, tvarovými změnami hlaviček, zdvojenými hlavičkami, spermiemi bez krčku, zakrnělými bičíky, stočenými bičíky a abnormalitami krčku. Tyto defekty svědčí o dlouhodobých nebo dokonce trvalých problémech. Sekundární vady vznikají během transportu spermií nadvarletem, chámovodem a močovou trubicí a manifestují se abnormalitami bičíku (smyčky), oddělenými hlavičkami a bičíky a protoplazmatickými kapkami. A konečně terciární defekty. Ty vznikají v  důsledku nevhodné manipulace po ejakulaci (např. chladový šok, vystavení UV záření). Projevují se jako ztráty akrozómu, ztluštělé krčky, mírně ohnuté bičíky, odchlípené a protržené hlavičky.

Aby daný vzorek mohl být použit pro účely umělé inseminace, může být maximální zaznamenaný počet odchylek 40 – 50 %. U plodných hřebců, počet abnormálních spermií běžně nepřesáhne 10 – 15 % (Morel, 1999).

U hřebčích spermií se setkáváme se specifickými morfologickými abnormalitami – asymetrická hlavička, abaxiální nasazení bičíku, malý akrozóm a přítomnost mikrotubulů v krčku (Bielanski et Kaczmarski, 1979). Řada abnormalit je u hřebčího spermatu tolerována za uspokojivé hodnoty motility (Kenney et al., 1983 in Katila, 2001). 

Poměr morfologicky normálních spermií v ejakulátu je v závislosti na výběru hřebců a zvolené koncentraci mražených inseminačních dávek. Dávky o koncentraci 40 mil. spermií/ml vykazují vyšší podíl morfologicky normálních spermií ihned po rozmrazení než dávky s 400 mil. spermií/ml (Clulow et al., 2008). 

Procentuální zastoupení morfologicky normálních spermií pozitivně koreluje s fertilitou (Jasko, 1990, 1992), avšak Katila (2001) uvádí, že vztah podílu morfologicky abnormálních spermií v inseminační dávce a schopnosti oplození je diskutabilní (Katila, 2001). Inkompatibilní korelaci mezi morfologickým hodnocením a plodností hřebce zaznamenal už Malmgren (1992).

Tabulka č. 3.2. Požadované parametry ejakulátu (Morel, 1993).
	Motilita
	min. 40 % progresivně motilních spermií



	Koncentrace
	30 - 60 mil./ml



	Poměr živých a mrtvých spermií
	6,5 : 3,5



	Morfologie
	min. 65 % fyziologicky normálních spermií 



	Objem
	30 - 300 ml




3.2. Ředící média


Ředící média jsou většinou založena na mléčné nebo žloutkové bázi. Nejpopulárnější a celosvětově užívané je Kenneyho ředidlo. Tato ředidla jsou levná, snadno se vyrábějí  a mohou být použita pro mražení ejakulátu (Aurich, 2008). Přesné složení ředicích médií se liší podle metody uchovávání, podle hřebců, ale základní komponenty jsou stejné (Blanchard et al., 1998).

Ředidla obsahují  ochranné látky, které umožňují spermiím přežít i mimo pohlavní trakt hřebce. Lipoproteiny, obsažené například ve vaječném žloutku nebo mléce, chrání spermie před chladovým šokem a stabilizují buněčné membrány. Glukóza poskytuje spermiím zdroj energie. Antibiotika se přidávají do ředících médií, aby eliminovala růst bakterií. Osmotický tlak a pH ředidla je přizpůsobeno tak, aby se maximalizovala přežitelnost spermií. PH by se mělo pohybovat v rozmezí 6,7 - 7,2 bez toho, aniž by se to negativně projevilo na životaschopnosti spermií během skladování (Blanchard et al., 1998). 

Různé typy antibiotik významně ovlivňují přežitelnost spermií a některá antibiotika s dobrým antimikrobiálním účinkem mohou zhoršovat kvalitu semene (Müller, 2010, pers. comm.).
Ředící média chrání plazmatickou membránu spermií před vnějšími vlivy, ale nevhodné složení ředidla může membrány poškodit. Výhoda novodobých ředidel spočívá v nahrazení nedefinovaných komponent jako jsou mléko nebo vaječný žloutek za složky více definované a stabilní (Aurich, 2005).

Bez ohledu na metodu uchovávání by semeno mělo být naředěno ihned po odběru ředícím médiem. Blanchard et al., (1998) uvádějí, že ejakulát by měl být smíchán s temperovaným ředidlem (37 °C) 2 - 15 minut po odběru v poměru 1 : 1. Pokud bude semeno použito za delší dobu než 2 - 4 hodiny, je dobré, přidat více ředidla. 

  Podle Morela (1999) se v  běžné praxi použitím ředících medií zvyšuje přežitelnost spermií a přidáním antibiotik se redukuje bakteriální kontaminace a tím i riziko přenosu patogenů. Ředící média mohou také zvýšit životnost spermií u hřebců s nízkou plodností a chrání spermie před nepříznivými vnějšími podmínkami. Použitím médií se také zvyšuje počet klisen, které je možné z jednoho ejakulátu oplodnit. 

Běžné požadavky, které by mělo ředící médium splňovat: 

· v první řadě by mělo poskytovat nepatogenní a neinfekční prostředí s energetickým zdrojem (často jsou to cukry) a zdrojem proteinů (často se používá vaječný žloutek, nebo mléko); 

· musí obsahovat ATB

· mělo by být izotonické se semennou plazmou (tzn. mělo by udržovat osmotický tlak kompatibilní se spermiemi);

· poskytovat minerální rovnováhu;

· obsahovat chemické látky schopné neutralizovat toxické produkty spermií;

· poskytovat ochranu před změnami teplot;

· obsahovat prvky schopné stabilizovat enzymatický systém;

· mělo by být izotermické (tzn. stejná teplota) se spermatem v roztoku.
3.2.1. Druhy ředících médií
3.2.1.1. Média na bázi mléka a mléčných produktů

Tato ředidla obsahují NFDSMG (non-fat dried skimmed milk-glucose) jsou nejvíce oblíbená v USA a ve Velké Británii. Běžně se používají pro sperma určené ke skladování, ale i pro hodnocení kvality ejakulátu díky své optické průhlednosti (Morel, 1999). Pagl et al. (2006) prokázal, že ředidla s přesně definovanými bílkovinami poskytují během chlazení stejné nebo lepší výsledky ve srovnání s médiem z odstředěného mléka. Použití chemicky definovaných ředidel totiž redukuje potenciální variabilitu mezi dávkami naředěnými  mléčnými nebo žloutkovými médii.
3.2.1.2. Cream-gel média 

Ředidlo je založeno na bázi smetany a želatiny. Želatina, která se do ředidla přidává, působí jako stabilizátor membrán. Nevýhodou používání tohoto ředidla a důvod proč není příliš rozšířeno v komerční sféře je jeho obtížná příprava a přítomnost tukových kapének, které ztěžují mikroskopické hodnocení (Morel, 1999).

3.2.1.3. Žloutková média

   Ředící média na žloutkové bázi jsou v první řadě využívána pro uskladnění, neboť kvůli své optické neprůhlednosti se nehodí pro vyhodnocování spermatu.

Další komponenty, které se přidávají do ředidel:

· kyselina citrónová

· bovinní sérový albumin

· zdroje energie (nejčastěji glukoza, ale také sacharóza, fruktóza, laktóza, rafinóza a pyruváty)

· antibiotika (nejoblíbenějšími antibiotiky jsou buď jednotlivě, nebo v kombinaci podávaný penicilin streptomycin a polymixin B. 

Žádná dosavadní studie zatím neprokázala, zda je pro přežitelnost a oplozeníschopnost chlazeného semene lepší ředící médium založené na mléčné nebo žloutkové bázi či cream-gel (Blanchard et al., 1998).
3.2.1.4. TRIS médium

Jedním z největších problémů při skladování spermatu je nahromadění metabolických odpadů, které mají následně pro spermie nepříznivý nebo dokonce toxický účinek. Přidání pufrovacích látek mělo tuto překážku překonat. Nejoblíbenějším pufrem používaným u koňského spermatu je trihydroxymethylaminometan (TRIS) (Morel, 1999). 

3.3. Nativní sperma

Citlivost spermatu na chlazení a dopravu u jednotlivých hřebců může být tak výrazná, že přeprava tohoto semene není možná. V takovém případě může být umělé oplodnění provedeno pouze  čerstvým (nativním) spermatem. Tím se snižují hlavní výhody umělé inseminace. Hřebci mohou být klasifikováni jako "vhodní" nebo "nevhodní"  pro chlazení  ejakulátu. To však nezávisí pouze na kvalitě nativního spermatu, ale také na složení semenné plazmy a na plazmatické membráně (Aurich, 2008). Pro získání uspokojivých výsledků by se měla inseminace nativním spermatem provést do 30 sekund až 1 hodiny po odběru (Morel, 1999). Müller (2010, pers. comm.) doporučuje inseminovat 30 sekund až 15 minut po odběru. 

   Použití nativního spermatu neposkytuje při umělé inseminaci žádné výhody. Inseminace dávkami nativního semene byla méně úspěšná, než inseminace naředěným ejakulátem (Morel, 1999). 
3.4. Krátkodobá konzervace spermatu

Krátkodobou konzervaci ejakulátu zajišťuje chlazení obvykle při teplotě 5 °C. Tato teplota zpomaluje metabolismus spermií a prodlužuje tak dobu jejich přežití. 

Chlazení semene hřebců úspěšně snižuje rychlost metabolismu a prodlužuje přežití spermií. Aby mohlo být sperma zchlazeno, je třeba ho naředit. Katila (1997)  doporučuje ředění ejakulátu 1 : 1 tak, aby se následná koncentrace pohybovala v rozmezí 25 - 100 mil. spermií/ml. 

Z nedávných studií vyplývá, že přidání semenné plazmy z frakcí bohatých na spermie do chlazeného, frakcionovaným odběrem získaného ejakulátu snižuje motilitu a membránovou integritu spermií. Tento výsledek dokazuje škodlivý efekt semenné plazmy z frakcí bohatých na spermie na přežitelnost spermií. Semennou plazmu je vhodné redukovat centrifugací, frakcionovaným odběrem či vysrážením ředidlem Akcay et al. (2006). Velkým problémem je, že centrifugací dochází ke ztrátám až 25 % spermií (Loomis, 2006). Kareskoski et. al. (2006) zjistili, že odstranění semenné plazmy sníží motilitu spermií nikoli, ale nemá vliv na membránovou integritu jak u chlazeného, tak u mraženého ejakulátu. Bez výrazných rozdílů byly vyhodnoceny vzorky chlazeného ejakulátu, ať už šlo o neupravovaný (ejakulát s obsahem semenné plazmy) či frakcionovaný ejakulát. Ejakulát bez semenné plazmy se dělil na předspermiovou frakci, frakci bohatou na frakci chudou na spermie. Ejakulát byl naředěn médiem na bázi mléka a skladován chlazený 24 hodin. Mražený ejakulát byl také rozdělen na frakci bohatou a chudou na spermie a byl porovnáván s neupraveným semenem. Motilita se po rozmražení mezi těmito vzorky signifikantně lišila. Frakce bohaté i chudé na spermie prokazovaly výrazně vyšší motilitu ve srovnání s neupraveným ejakulátem. 
Chlazení poskytuje sice efektivní způsob krátkodobého skladování, nicméně samo o sobě má nepříznivý vliv na spermie. To se projevuje především snížením motility, oplozovacího poměru a také na přežitelnosti spermií (Morel, 1999). 

Nevýhody chlazeného ejakulátu

· Ne všichni hřebci produkují ejakulát vhodný pro chlazení.
· Ne vždy je možné zajistit transport v dostatečně krátkém časovém úseku.
· Management reprodukce klisny je záležitostí majitele a místního veterináře. V mnoha případech je veterinář méně zkušený v oblasti equiní reprodukce.
· Z důvodu relativně krátké dlouhověkosti chlazeného spermatu (24 - 48 h) může být požadováno opakované zaslání inseminační dávky za cyklus klisny.
· Hřebci musejí být během připouštěcího období v dobrém zdravotním stavu.
· Velká část spermatu je zpracována majiteli hřebců, ne profesionály. To může vést k vysoké proměnlivosti kvality přepravovaného semene.
Přes tyto zápory je však chlazení ejakulátu široce používanou metodou zajišťující velmi dobré zabřezávací poměry (Loomis, 2001).
3.4.1. Chladový šok

Chladový šok, je termín, který označuje stresovou odezvu spermií jako reakci na pokles teploty okolního prostředí. Důsledkem je buněčné poškození ovlivňující strukturu a funkci buněk. Následkem jsou změny na membránách doprovázené ztrátou intracelulárních komponent a snížením buněčného metabolismu (Morel, 1999).

3.4.2. Rychlost zchlazování

Rozsah poškození spermií chladovým šokem nezávisí jen na poklesu teplot, ale také na rychlosti zchlazování. Obecně se dá říci, že čím rychlejší zchlazování, tím větší je rozsah škod. Je také zřejmé, že typ ředidla má vliv na citlivost spermií na chladový šok a na rychlost poklesu teploty potřebnou pro úspěšné skladování (Morel, 1999). 

Pokud nebude semeno použito za více než 12 hodin může být skladováno při 20 – 15 °C. Pro delší skladování je vhodné semeno zchladit pod 10 °C. Sperma může být rychle zchlazeno z 35 na 19°C. V teplotní zóně mezi 19 a 8 °C jsou spermie citlivé chladový šok, proto by měla být rychlost zchlazování zpomalena na 0,05 °C/min. Rychlé zchlazování může pokračovat pod 8 °C (Katila, 1997). 

   Moran et al., (1992) zjistili, že spermie jsou nejvíce náchylné k chladovému šoku mezi 24 – 4 °C. 

Z hodnocení motility podle Morela (1999) vyplývá, že rychlost poklesu teploty je nejkritičtější během teplotního rozmezí 20 – 5 °C. Moran et al., (1992) zjistili rozdílné hodnoty motilit u různých systémů zchlazování, ale nešlo o výrazně odlišné hodnoty.

   Kvůli individualitě hřebců, se nedá určit univerzální rychlost zchlazování. Je pravděpodobné, že nejpřínosnější metodou je chladící režim navržený každému hřebci individuálně, což ale může způsobovat potíže v komerční praxi. Sperma je obvykle umístěno v chladničce, nicméně lepší počítačem řízený systém umožní lepší kontrolu (Morel, 1999).

3.4.3. Délka a teplota uskladnění

V zásadě lze říci, že čím je delší doba uskladnění, tím větší je pravděpodobnost poškození spermií. Dlouhodobé vystavení chladnému prostředí zvyšuje efekt chladového šoku. I když je metabolismus spermie chlazením zpomalen není zcela zastaven, a tak dochází k tvorbě toxinů a vyčerpání živin což má za následek smrt (Morel, 1999). Katila (1997) uvádí, že pokud nebude semeno použito za více než 12 hodin může být skladováno při 20 – 15 °C. Pro dlouhodobější uskladnění (12 - 48 hodin), je lepší ochladit vzorek na 4 – 6 °C (Morel, 1999). Přestože většina výsledků pochází ze skladovací doby maximálně 24 hodin, Heiskanen et. al. (1994) uvádějí poměr zabřezávání 65 % po 70 a 80 hodinách uskladnění na 5 °C. 

5°C je optimální teplota pro skladování ejakulátu po dobu až 40 hodin po odběru. Je to teplota vhodná pro udržení motility, membránové integrity a integrity DNA  (Aurich, 2008).

Moran et. al. (1992) uvádí, že skladování semene při 6 nebo 4 °C poskytuje lepší progresivní motilitu po 48 hodinách chlazení než skladování při 0 nebo 2 °C.
3.4.4. Balení chlazeného spermatu

Chlazené sperma může být baleno mnoha způsoby. Běžně se používají injekční stříkačky, ale pouze ty bez gumových komponent, neboť byly zaznamenány nežádoucí účinky při kontaktu spermií s gumou.

   Přítomnost, nebo naopak absence vzduchu (kyslíku) během skladování hraje svou roli. Spermie skladované při 4 °C bez přítomnosti kyslíku měly lepší motilitu, i když při 37 °C je přítomnost kyslíku nezbytná pro jejich přežití (Morel, 1999). Ke závěru, že přítomnost kyslíku je v chlazeném ejakulátu nežádoucí dospěl i Katila (1997).

3.5. Kryokonzervace spermatu 

Objev vlastností glycerolu jako kryoprotektantu ve 40. letech minulého století umožnil rozvoj různých metod kryokonzervace. V důsledku tohoto objevu mohou být dnes spermie mnoha druhů zvířat skladovány při – 196 ºC v tekutém dusíku na dobu neurčitou, při zachování přijatelných vlastností pro oplození (Morel, 1999).

S mrazení semene koní se poprvé začalo v Číně s poměrem zabřezávání 43 % (Morel, 1993). Ovšem i v ideálních podmínkách dochází během procesu zmrazování k poškození spermií (Morel, 1999). Hlavním problémem je výběr kryoprotektantu, který zabrání vzniku ledových krystalů způsobujících praskání buněk (Morel, 1993). Jako prevence proti poškození  byl poprvé použit glycerol jako kryoprotektant a to u býčího spermatu. Nicméně  úspěšnost kryoprotektantu závisí na mnoha různých faktorech. Vliv zde může mít vzájemná interakce mezi kryoprotektivem a ředícím médiem, rychlost zchlazování, rychlost rozmrazování, technologie balení stejně tak jako individuální variabilita jedince zvláště pak významná u hřebců. S částečnou ztrátou životaschopnosti spermií se musí kvůli procedurám spojeným s mrazením počítat. Úspěšnost inseminace se po kryokonzervaci významně mění (Morel 1999). Goolsby et al., (2004) zaznamenal velmi slibné výsledky při použití speciální technologie mrazení (UFT, Unixe freezing technology). Možná tato technologie jednou nahradí konvenční mražení v tekutém dusíku. Zatím však poskytuje podobné výsledky.

   Bez ohledu na výše zmíněné údaje, je možné dlouhodobou krykonzervaci považovat za úspěšnou metodu, která umožňuje spermiím udržet si i po rozmrazení svoji​ oplozovací schopnost. Spermie si musejí zajistit dostatečnou produkci energie svým metabolickým systémem, udržet si konfiguraci a integritu plazmatické membrány a  udržet si enzymy jako je např. akrozin v akrozómu (umožnění penetrace vajíčka) (Morel, 1999).

Bohužel průměrná fertilita mraženého semene je nižší v porovnání s čerstvým nebo chlazených semenem (Jasko et al., 1992; Samper et al., 1991). Inseminace mraženým ejakulátem tedy poskytuje méně motilních spermií než čerstvé semeno, avšak motilita není přesný ukazatel potenciálu plodnosti (Kirk et al., 2005).

Plodnost po použití mraženého ejakulátu se samozřejmě nerovná plodnosti při použití čerstvého semene. Pečlivým managementem reprodukce může být ale dosaženo 40 – 60 % -ní plodnosti za jeden reprodukční cyklus u klisny a plodnost hřebce v průběhu připouštěcí sezony může být očekávána 60 – 75 % (Graham, 1996). Fertilita při použití mraženého semene by se měla podle komerční praxe pohybovat v rozmezí 32 – 73 % za cyklus a 56 – 89 % za sezónu. Plodnost při použití mraženého semene je ovlivňovaná řadou faktorů včetně kvality spermatu, výběru hřebce, inseminační dávkou, výběrem a managementem klisny (Loomis, 2001). Podle Sampera (2007) je jedním z nejdůležitějších ukazatelů plodnosti při použití mraženého semene variabilita hřebce. 

Loomis et Graham (2008) uvádí, že do programu mrazení ejakulátu je vhodné zařadit hřebce, jejichž progresivní motilita po rozmražení neklesne pod 30%. Tato hodnota je akceptována největšími komerčními laboratořemi.

Mražené sperma nabízí chovatelům několik výhod ve srovnání s chlazeným semenem. 

Výhody kryokonzervace:

· Semeno hřebců je kdykoli k dispozici a hřebci tak mohou být sportovně využíváni i během připouštěcího období.

· Nemoc, zranění nebo smrt hřebce neovlivní inseminaci klisen jeho spermatem.

· Přeprava dávek není tak časově náročná jako je tomu u chlazeného semen. Sperma může být posláno předem a skladováno na farmě až do optimálního období pro inseminaci.

· Mražené sperma může být distribuováno mezinárodně.

· Centralizované zpracování mraženého spermatu specializovanými laboratořemi může mít za následek menší proměnlivost v kvalitě spermatu ve srovnání s chlazeným spermatem.

· Může být využito veškeré semeno z odběru, zatímco u chlazeného ejakulátu se neupotřebené sperma znehodnocuje.  Z jednoho odběru je možné vyrobit průměrně 10 - 12 mražených inseminačních dávek (Loomis, 2001). 
· Snižuje se riziko přenosu pohlavních chorob (Kirk et al., 2005).
Nevýhody použití mraženého spermatu:

· Mražené sperma některých hřebců má nižší fertilizační schopnost v porovnání s chlazeným semenem.

· Proces mražení má vyšší technické nároky než proces chlazení. 

· Výdaje na transport kontejneru s mraženými dávkami jsou vyšší než na dopravu boxů s chlazeným semenem.

· Je-li mražené sperma dodáváno v omezeném množství za cyklus klisny, jsou náklady vyšší než u chlazeného semene. Je zapotřebí častější vyšetření klisny a přesné stanovení ovulace, neboť přežitelnost mraženého ejakulátu v pohlavním traktu klisny je nižší než u chlazeného.

· Výběr klisen pro inseminaci mraženým semenem musí být přísnější než u chlazeného semene (Loomis, 2001).

3.5.1. Technologie mražení 

Během mražení procházejí spermie řadou chemických a fyziologických změn: částečná dehydratace, pronikání kryoprotektiva do buněk, reorganizace membránových lipidů a proteinů, vystavení vysoké koncentraci soli a tvorba ledových krystalů. Metodika kryokonzervace je navržena tak, aby minimalizovala negativní vliv na spermie. Rozmrazování vystavuje spermie stejnému stresu, ale s opačným efektem. Buňky jsou rehydratovány (voda proniká do buněk, aby došlo k vyrovnání osmotického tlaku poté, co roztaje extracelulární led), lipidy a proteiny plazmatické membrány jsou opět přeskupeny a kryoprotektant difunduje ven z buněk. Je-li rychlost rozmrazování příliš rychlá nebo pomalá, vždy se to negativně projeví na zabřezávávní klisen (Loomis et al., 2005). 

Existují dvě hlavní teplotní rozmezí, ve kterých nejčastěji dochází během mražení k následnému poškození:

· podchlazení (0 °C až -5 °C)

· tvorba ledových krystalů (-6 °C až -15 °C). 

Hluboké podchlazení spermatu vede k rychlému tvoření ledu a možnému poškození spermií. Abychom těmto nežádoucím změnám předešli, je třeba použít kromě ředících médií (mnoho z nich má stejné složení jako pro technologii chlazení ejakulátu) také kryoprotektivum. 

Kryoprotektiva můžeme rozdělit do dvou skupin v závislosti na jejich působení:

· penetrující (jsou schopna průchodu plazmatickou membránou spermie, a proto působí jak intracelulárně, tak extracelulárně),

· nepenetrující (působí pouze extracelulárně).

Nejvíce preferovaný kryoprotektant je glycerol. Je to penetrující typ kryoprotektantu, fungující jako rozpouštědlo s rychlým průnikem do spermie. Ostatní nově používaná penetrující kryoprotektiva obsahují dimethylsulfoxid (DMSO) a propylenglykol.

Nepenetrující kryoprotektiva zahrnují cukry (např. laktózu, manózu, rafinózu) a také polyvinylpyrolidon a některé proteiny jako např. lipoproteiny z vaječného žloutku. Tato kryoprotektiva zvyšují osmotický tlak extracelulární tekutiny, čímž dochází k vytahování  vody ze spermií, a tím se snižuje riziko tvorby ledových krystalků. Ovšem i tak zde může nastat problém s dehydratací a zvýšenou koncentrací roztoku (Morel 1999).

Složení plazmatické membrány spermií má vliv na propustnost vody a kryoprotektiv. Zvýšením permeability kryoprotektantu, buď změnou složení membrány nebo alternativním kryoprotektivem, může být zlepšena přežitelnost spermií, které by běžný proces mražení nepřežily. Přežitelnost spermatu hřebce, které nesnese standardní procedury spojené s mražením, může být zlepšena kryoprotektivy jako je methylformamid, dimethylformamid nebo ethylenglykol. Tato kryoprotektiva proniknou plazmatickou membránou efektivněji než glycerol a mohou tak lépe zabránit osmotickému stresu (Squires, 2004). Glycerol způsobuje velké změny v objemu při přidání před mražením a  při následném odtékání z buněk po rozmražení. Nízkomolekulární kryoprotektiva mohou být proto méně škodlivá pro spermie, neboť pronikají přes plazmatickou membránu rychleji než glycerol, a tak hrozí menší potenciální poškození buněk. Glycerol je však efektivnější co se týče procent motilních spermií než ethylenglykol nebo dimethylformamid. Přežitelnost spermií je obdobná pohybuje-li se zchlazovací poměr v rozmezí 5 až – 45 °C/min při použití 4 % glycerolu (Moore et al., 2006).

Vliv na kvalitu mraženého ejakulátu má teplota při centrifugaci a teplota, při které je přidáván glycerol. Změna těchto parametrů  výrazně ovlivní výsledky ejakulátu po rozmrazení. Podle nové metodiky (Loomis et Graham, 2008) se sperma naředí mléčným médiem bez vaječného žloutku při 37 °C a zchladí na 22 °C během 10 minut. Centrifugace (odstranění semenné plazmy) a přidání ředícího média pro mražení obsahujícího glycerol je provedeno při 22 °C před zchlazením na 4 °C. Aurich et al. (1996) zjistili, že složení semenné plazmy výrazně ovlivňuje vhodnost hřebců pro kryokonzervaci. Zchlazení z 22 °C na 4 °C trvá 75 minut. Sperma je baleno do 0,5 ml pejet při 4 °C a potom rychle zmraženo na -140 ° C před skladováním. Vidament (2005) uvádí,  že při použití této metodiky mražení, bylo 90 % z 344 hřebců prověřených během let 2003 - 2005 přijato pro umělou inseminaci v komerční praxi. 

Heitland et al., (1996) navrhl metodiku zpracování ejakulátu mražením takto: centrifugace, naředění při 23 °C  SM-EYG (skim milk-egg yolk-glycerol) na koncentraci 400 mil. spermií/ml, zchlazení na 5 °C za 2,5 hodiny, balení do 0,5 ml slámek při 5 °C, zmrazení v kapalné dusíkové páře při -160 °C. Je vhodné aby rozmrazení probíhalo ve vodní lázni o teplotě 37 °C po dobu 30 sekund.   

3.5.2. Balení dlouhodobě konzervovaného spermatu

Mezi materiály, do kterých se balí mražené sperma patří:

· skleněné ampule o objemu 1 – 10 ml,

· kulaté nebo ploché polyvinylové pejety (slámky) o objemu 0,25 – 1,0 ml, 

· pelety (kuličky) o objemu 0,1 – 0.2 ml,

· aluminiové makrotuby o objemu až 15ml. 

V počátcích kryokonzervace se užívaly zejména skleněné ampule a flakóny o objemu 1 až 10 ml, ovšem časem se ukázala jejich značná nevýhoda tkvějící v malém objemu a tudíž v nedostatečné skladovací kapacitě. Kryokonzervační proces za pomoci ampulí i slámek probíhal tradičně jejich ponořením do kapalného dusíku (-196°C) (Morel, 1999). Nicméně programovatelná mraznička je spolehlivější v rychlosti zmrazování než kontejner s kapalným dusíkem (Clulow et al., 2008). 

V současné době je za velmi praktický způsob pokládáno mrazení v polyvinylových pejetách objemu 0,25 – 1 ml. Tento způsob dává předpoklady pro snadnou identifikaci dávek, bezproblémové skladování a postačující hodnoty motility spermií po rozmrazení. Při porovnávání pejet o objemu 0,25 a 0,5 ml  nebyl zjištěn žádný signifikantní rozdíl (Clulow et al., 2008). Pejety bývají uzavřené hliníkovou zátkou, kuličkovým ložiskem nebo jsou uzavřené na jednom konci dvěma bavlněnými zátkami mezi kterými je PVA (polyvinylalkohol) a jsou na druhém konci uzavřené ultrazvukem nebo zazátkované PVA práškem či zatavené kauterem. Koncentrace spermií v 1 ml by měla dosáhnout 150 - 300 x 106 spermií. Pro inseminaci je použito 3 - 5 těchto slámek. Hojně rozšířené jsou i slámky o objemu 0,5 ml (Morel, 1999).   

V praxi se osvědčilo užívání pelet, které jsou v kryokonzervačním procesu vhodné díky své velikosti. Pelety se zmrazují umístěním malých kapek (přibližně 0,1 ml) do malých zářezů na bloku pevného oxidu uhličitého (suchého ledu). Velikost pelet umožňuje rychlejší pokles teplot. Poté je po iniciaci kapek teplota snížena na požadovaných -196°C. Ačkoliv je používání pelet výhodné jak z hlediska velikosti tak rychlé redukce teploty, jejich nevýhodou je špatná identifikace po zmražení. Použití flakónů nebo slámek (formy balení používané v dnešní době ve většině zemí) umožňuje lepší identifikaci vzorků a podstatně snižuje riziko jejich kontaminace. V současné době je používání flakónů a pelet preferováno zejména v Číně. V ostatních částech světa se tyto formy balení netěší takové oblibě. 

Hliníkové tuby se používají pro skladování větších objemů. Tyto tuby jsou oblíbeny v Rusku a východní Evropě. Hliníkové tuby jsou cca 4 mm silné s plochou 37 x 110 mm. Do těchto tub je umístěno až 15 ml ředěného spermatu. Po naplnění se tuba několikrát přehne, čímž dojde k jejímu zapečetění. Poté se tuba umístí do chladničky na 90 min při teplotě (2 - 4°C) před ponořením do kapalného dusíku. 

Jako další alternativu pro kryokonzervaci je možné použít plastikové sáčky, nicméně nedosahují takové trvanlivosti jako již předem popsané formy balení (Morel, 1999).

3.5.3. Rychlost zchlazování

Rychlost zmrazování, resp. rychlost zchlazování spermatu závisí na použité metodě zpracování a uskladnění. Použití pelet v procesu kryokonzervace zajistí rychlý, ale poměrně nekontrolovaný pokles teploty. Proces zchlazování slámek a ampulek se zjednodušuje a zefektivňuje jejich počátečním zavěšením nad nádrží s kapalným dusíkem, nebo se tak děje za pomoci počítačem řízeného mrazícího zařízení po stanovenou dobu. Po tomto procesu se slámky nebo ampulky následně ponoří do kapalného dusíku. Hliníkové tuby se zchlazují podobně, zpočátku se zavěsí nad kapalný dusík a poté se do něj ponoří (Morel, 1999).

Melo et al., (2007) došel k závěru, že semeno může být před mrazením chlazeno 24 hodin aniž by byl zaznamenám negativní vliv na jeho kvalitě či oplozovací schopnosti.

3.5.4. Rychlost rozmrazování

Rychlost zahřívání může být ovlivněna několika faktory, včetně teploty a povahy okolního prostředí (vzduch, vodní lázeň) a teplotní vodivostí obalového materiálu (zvláště pak průměr lumen). Nejsnazší metodou pro rozehřátí spermatu je jeho umístění (včetně obalu) do teplé vodní lázně. Teplota vodní lázně se může pohybovat v rozmezí od 4 do 75°C. Volba teploty vodní lázně závisí na požadované rychlosti ohřevu a obalovém materiálu.

0,5 ml slámky jsou v rámci rozmrazování rychle ovlivněny teplotou prostředí a tak mohou být snadno rozmražené ponořením do vodní lázně už při teplotě 38 °C a to po dobu 30 vteřin. V některých postupech je k podpoře rozmrazovacího procesu doporučeno přidání ohřátého rozmrazovacího ředícího média. Příslušná ředidla mohou též zvýšit objem a podpořit životaschopnost spermií. Rozmrazovací média mohou být použita u spermatu uloženého jak v peletách, tak i flakónech nebo slámkách (Morel, 1999).

3.6. Inseminační dávka

Jedním z důležitých parametrů je velikost inseminační dávky. U klisen se běžně používá inseminační dávka obsahující 250 - 500 milionů progresivně motilních spermií v závislosti na metodě konzervace, plodnosti hřebce a ročním období. U hřebce s velmi dobrou plodností bylo zaznamenáno, že k dobrým výsledkům stačila dávka 100 mil. progresivně motilních spermií. Pro čerstvé, nebo chlazené sperma je běžná dávka 250 mil. progresivně motilních spermií , nicméně Squires, (2005) uvádí jiné hodnoty, u čerstvého spermatu 500  mil. a u chlazeného dokonce miliardu progresivně motilních spermií. 
U mraženého spermatu je třeba brát v potaz vyšší mortalitu spermií během procesu konzervace a rozmrazování, proto se zde používá obvykle dávka 800 mil. progresivně motilních spermií (Squires, 2005). Leipold et al. (1998)  prokázal, že zvýšením koncentrace spermií v inseminačních dávkách dochází ke zlepšení výsledků zabřezávacích poměrů klisen. Clulow et al. (2008) pokládá pro kryokonzervaci za optimální inseminační dávku o objemu 0,25 ml o nižší koncentraci (40 mil. spermií/ml) za použití programovaného zmrazování.
Objem inseminační dávky se může pohybovat od 0,5 do 100 ml, běžně se však pohybuje v rozmezí 10 - 30 ml u čerstvého semene, 30 - 60 u chlazeného semene a 0,5 - 5 ml u mraženého semene (Morel, 1999). 
Věžník (2004) uvádí, že pro krátkodobou konzervaci se připravuje inseminační dávka v objemu 10 ml a celkovém počtu 100 – 200 milionů aktivních spermií (krajní mez je uváděna v celkovém množství 80 milionů). Aktivita spermií a další kritéria musí odpovídat hodnotám nativního semene.

Při dlouhodobé konzervaci semene je rozhodující počet spermií s aktivním pohybem. Inseminační dávka se připravuje v objemu 0,5 – 4 ml, celkovém množství minimálně 100 milionů aktivních spermií. Aktivita spermií při dlouhodobém uchování semene musí být po rozmrazení nejméně 30 %.

4. Materiál a metody
Předmětem sledování bylo 5 náhodně vybraných hřebců různých plemen. Každý hřebec poskytl několik vzorků.

·  Romke Eleja X – Starokladrubský kůň – 8 let – odebrán 5x

·  Stambul – Achal Teke – 9 let – odebrán 5x 

·  Saklavi I – CZ (Galán) – Shagya Arab – 16 let – odebrán 5x 

·  Cat Prints – American Paint Horse – 9 let – odebrán 7x 

·  Apollon Cedrik - Welsh pony typ B – 8 let – odebrán 4x 

Odběry zajišťovala inseminační stanice Mnětice, která leží jihovýchodním směrem od Pardubic v nadmořské výšce asi 210 metrů. Kapacita střediska poskytuje  30 boxových míst pro hřebce, odběrovou halu, laboratorní a kancelářské zázemí.

Hřebci byli ustájeni v samostatných boxech, pohybová aktivita byla zajištěna (karusel, výběh, pohyb pod sedlem) a jednotlivé činnosti byly vybírány na základě individuálních potřeb, sportovního využití a s přihlédnutím k věku daného jedince.

Krmení bylo zastoupeno kvalitními objemnými krmivy, jádrem a vitaminózně-minerálními premixy. Denní dávka byla rozdělena na 3 části.

Metabolické testy, sérologická vyšetření krve a stěry z uretry byly prováděny v pravidelných intervalech, dle stanov národní i evropské legislativy.

Odběry probíhaly v uzavřeném prostoru za využití fantomu. K lepší stimulaci hřebce byla přítomna i říjná klisna. K odběrům byla použita umělá vagína Krakowského typu, jejíž výhodou je možnost zachytávání jednotlivých frakcí ejakulátu. V tomto případě byly zachycovány první 2 - 4 ejakulační výstřiky do skleněného sběrače přes plastovou nálevku a k filtraci sloužila sterilní gáza. Sběrač byl tepelně izolován od okolního prostředí a byl vytemperován na teplotu 37 °C aby se předešlo chladovému šoku u spermií. 

Bezprostředně po odběru bylo semeno zhodnoceno makroskopicky i mikroskopicky. Pohybová aktivita byla hodnocena subjektivně (odhadem) za použití světelného mikroskopu s fázovým kontrastem, výhřevnou deskou ohřátou na teplotu 38 – 39 °C  a při zvětšení 300 x. Sperma bylo naváženo s přesností na 1 g a poté byl proveden přepočet na mililitry. Dále zpracováváno bylo pouze semeno bez cizích přimísenin a zápachu, normální barvy a konzistence o minimálním množství 15 ml, minimálně 60 % - ní motilitě, minimální koncentraci nativního ejakulátu 160 tisíc spermií/ml, s maximem 30 % patologických spermií.

Jako aditivum bylo přidáno ředicí médium zajišťující ochranu a zachování oplozovací schopnosti spermií. Toto médium obsahovalo energetickou složku, pufrovací látky, antibiotika a speciální ochranné látky. Takto ošetřené sperma zchlazené na teplotu 4 – 8 °C si zachovává dobrou oplozovací schopnost až několik desítek hodin. Pro krátkodobou konzervaci bylo použito Kennyho mléčné ředidlo, které využívá přirozených ochranných a pufrovacích mechanizmů mléka. Do ejakulátu určeného pro kryokonzervaci bylo přidáno laktozožloutkové ředidlo na bázi vaječného žloutku. Semeno bylo naředěno v poměru 1 : 4 až 1 : 20 tak, aby každá inseminační dávka obsahovala 500 milionů spermií.

Složení ředidel na 1 litr destilované vody: 

Kennyho ředidlo: 

500 g D - (+) glukózy
1000 ml redestilované vody
25 g sušeného odtučněného kravského mléka
(pasterované, obsah tuku 1,5 %)

ATB 400 000 IU Dihydrostreptomycin
Laktozožloutkové ředidlo:

110 g D (+) - Laktóza monohydrát

1000 ml redestilované vody
2 ml roztoku NaHCO3
2,5 ml roztoku C6H5O7Na3 . 2 H2O 
44 g Glycerolu
0,4 g Procain benzylpenicillin 

ATB 400 000 Dihydrostreptomycin
0,4 Procain banzylpenicillin 

16 g vaječného žloutku
1 g Chelaton 3 dihydrát

Každá dávka byla rozdělena a podrobena různému druhu konzervace. Semeno bylo konzervováno: 
· krátkodobě při teplotě 4 – 5 °. Semeno bylo naředěno Kennyho ředidlem, baleno do 20 ml stříkaček a posléze přepraveno v polystyrénové krabici, která díky chladící desce (-18 °C) zajišťovala konstantní teplotu.

· dlouhodobě při teplotě –196 °C. Ejakulát byl nejprve naředěn laktozožloutkovým ředidlem, centrifugován po dobu 15 minut, 2200 otáček/min (odstranění semenné plazmy), opět naředěno laktozožloutkovým ředidlem a baleno do pejet o objemu 0,5 ml. Pejety byly ekvilibrovány 20 – 25 minut při teplotě 4 – 5 °C a následně zchlazeny v parách tekutého dusíku těsně nad hladinou po dobu 25 sekund a poté ponořeny do kontejneru s tekutým dusíkem. Je mnoho názorů jak dlouho nechávat slámky zavěšeny nad hladinou dusíku. Nelze jednoznačně říci, která teplota je ideální. 

Krátkodobě konzervované semeno bylo transportováno do laboratoře vždy ve stejný den, ve který bylo odebráno, dlouhodobě konzervované semeno až po konci sledovacího období a to v kontejneru s tekutým dusíkem. Vzorky byly vyhodnoceny najednou, jednou osobou a na stejném přístrojovém vybavení. V laboratoři byla znovu stanovena motilita, koncentrace a morfologie, dále pak test na živé a mrtvé spermie.

Stanovení motility
Stanovení počtu pohyblivých spermií bylo provedeno vyhodnocením trajektorií pohybujících se spermií snímaných systémem obrazové analýzy NIS -  Elements AR 3.1.   Naměřené hodnoty byly zaokrouhleny, neboť pro posouzení jsou takovéto výsledky plně dostačující.

Na Leja sklíčko předehřáté na teplotu 38 °C byl nanesen 1 μl ejakulátu. Hodnotila se vždy tři zorná pole při zvetšení 10 x Ph 1 BM s negativním fázovým kontrastem. Stolek mikroskopu byl temperován na teplotu 38 °C. Při posuzování motility se hodnotil charakter pohybu, přičemž se určoval jeho směr a rozsah kmitu hlavičky spermie. Pro experiment byly použity naměřené hodnoty rychlé a pomalé progresivní motility.
Stanovení koncentrace spermií
Koncentrace byla stanovena hemocytometricky pomocí mísící pipety (melanžér) na bílé krvinky. Před odebíráním vzorku k počítání v komůrce bylo třeba suspenzi v melanžéru dobře homogenizovat. Semeno hřebců bylo naředěno v poměru 1 : 10 a k ředění byl použit Hayemův roztok. Do melanžéru bylo nasáto semeno po značku 1 a Hayemovým roztokem se doplnilo po značku 11. Směs se homogenizovala cca 3 minuty. Prvních 5  kapek se odkapalo na buničitou vatu. Suspenze spermií se následně podvrstvila pod krycí sklíčko Bürkerovy komůrky. Po zaplnění komůrky bylo třeba počkat 3 minuty, aby se náplav buněk v komůrce ustálil. Vzorek byl pozorován  při zvětšení 400 x. 
Spermie byly spočítány v 10 čtvercích Bürkerovy komůrky (5 čtverců v jedné řadě a následně 5 čtverců o řadu níže). Plocha čtverce, ve kterém byl stanoven počet spermií byla 1/16 mm2 a hloubka komůrky 0,1 mm. 
Koncentrace spermií v 1 mm3 byla vypočtena tak, že počet spermií zjištěných v 10 čtvercích při ředění 1 : 10 byl násobkem 160.
Stanovení podílu živých a mrtvých spermií
Jedna kapka semene byla smíchána s kapkou 1 % eosinu a po 30 vteřinách byly přidány dvě kapky 10 % nigrosinu. Z kapky směsi semene – eosinu – nigrosinu se zhotovil nátěr na podložní sklíčko. Po zaschnutí byl preparát vyhodnocován ve světelném mikroskopu za použití olejové imerze při zvětšení 1000 x. Posuzovalo se 200 buněčných elementů a hodnoty byly přepočítány na 100 %. Živé spermie byly nezabarvené a mrtvé byly zbarveny červeně. Výsledek byl vyjádřen v procentu živých spermií.

Stanovení frekvence morfologických změn spermií

Pro morfologické vyšetření spermií bylo použito barvení podle Čeřovského. K tomu bylo zapotřebí barev kongo červeň (nasycený roztok v destilované vodě) a krystal violeť (0,5 % - ní roztok v destilované vodě). Nejprve byly zhotoveny nátěry semene na podložní sklíčka, které se nechaly zaschnout. Poté byly nátěry fixovány v etanolu. Opět bylo třeba nechat preparáty oschnout. Následně byly nátěry obarveny v kongo červeni po dobu 20 vteřin a dále v krystal violeti po dobu 5 vteřin. Po prvním barvení preparát krátce okapal na buničinu a po druhém barvení bylo sklíčko důkladně opláchnuto destilovanou vodou. Po oschnutí byly zhotovené preparáty vyhodnocovány pomocí světelného mikroskopu při zvětšení 1000 x za použití imerzního oleje. Hodnoceno bylo vždy 200 buněk a změny byly zaznamenány do tabulky. Hodnotily se změny na hlavičce, spojovací části a bičíku. Morfologické vyšetření bylo prováděno jednou u každého hřebce.

5. Výsledky
Koncentrace
Tabulka č. 5.1. Koncentrace ejakulátu nativního (neředěného) a mraženého semene hřebců v jednotlivé odběrové dny.

	jméno hřebce
	koncentrace 
nativní semeno
	koncentrace
 mražené semeno

	Romke  Eleja X 
	193 000
	69 760

	 
	215 000
	65 280

	 
	156 000
	66 560

	 
	189 000
	70 400

	 
	195 000
	68 800

	Stambul 
	321 000
	92 480

	 
	345 000
	94 400

	 
	361 000
	95 680

	 
	352 000
	93 120

	 
	389 000
	96 320

	Saklavi I - CZ (Galán)
	401 000
	89 280

	
	375 000
	91 520

	 
	362 000
	96 640

	 
	378 000
	97 920

	 
	328 000
	99 840

	Cat Prints
	298 000
	90 880

	 
	316 000
	87 200

	 
	321 000
	89 440

	 
	345 000
	84 480

	 
	367 000
	80 160

	 
	378 000
	83 520

	 
	328 000
	78 240

	Apollon Cedrik
	356 000
	83 520

	 
	319 000
	87 360

	 
	348 000
	92 160

	 
	338 000
	86 720


Morfologie
Tabulka č. 5.2. Procentuální zastoupení morfologických změn hřebčích spermií u chlazeného a mraženého semene.

	jméno hřebce
	morfologie chlazené semeno 
	%
	morfologie mražené semeno
	%

	Romke Eleja 
	změny na hlavičce
	11,5
	změny na hlavičce
	12

	 X
	změny na spojovací části
	9
	změny na spojovací části
	10

	 
	změny na bičíku
	10,5
	změny na bičíku
	11,5

	 
	normospermie
	69
	normospermie
	66,5

	Stambul
	změny na hlavičce
	15
	změny na hlavičce
	16

	 
	změny na spojovací části
	2,5
	změny na spojovací části
	3

	 
	změny na bičíku
	10,5
	změny na bičíku
	11

	 
	normospermie
	72
	normospermie
	70

	Saklavi I - CZ 
	změny na hlavičce
	15
	změny na hlavičce
	17

	Galán
	změny na spojovací části
	3,8
	změny na spojovací části
	4,5

	 
	změny na bičíku
	12,5
	změny na bičíku
	13,5

	 
	normospermie
	68,7
	normospermie
	65


	Cat Prints
	změny na hlavičce
	15
	změny na hlavičce
	17

	 
	změny na spojovací části
	4,5
	změny na spojovací části
	6

	 
	změny na bičíku
	9
	změny na bičíku
	10

	 
	normospermie
	71,5
	normospermie
	67

	Apollon
	změny na hlavičce
	10
	změny na hlavičce
	11

	Cedrik
	změny na spojovací části
	6,5
	změny na spojovací části
	7

	 
	změny na bičíku
	11,5
	změny na bičíku
	12

	 
	normospermie
	72
	normospermie
	70


Motilita
Tabulka č. 5.3. Motilita chlazeného a mraženého semene hřebců v jednotlivé odběrové dny.

	jméno hřebce
	motilita chlazené semeno
	motilita mražené semeno 
	hladina významnosti

	Romke  Eleja X
	60
	10
	p = 0,043

	 
	60
	5
	

	 
	60
	5
	

	 
	60
	10
	

	 
	60
	5
	

	Stambul
	70
	40
	p = 0,043

	 
	70
	40
	

	 
	70
	40
	

	 
	70
	35
	

	 
	70
	35
	

	Saklavi I - CZ 
	70
	25
	p = 0,043

	(Galán)
	80
	30
	

	 
	80
	30
	

	 
	70
	30
	

	 
	80
	25
	

	Cat Prints
	70
	30
	p = 0,018

	 
	70
	30
	

	 
	70
	30
	

	 
	70
	30
	

	 
	70
	30
	

	 
	70
	40
	

	 
	70
	40
	

	Apollon Cedrik
	70
	35
	p = 0,068

	 
	70
	35
	

	 
	70
	30
	

	 
	60
	30
	


Motilita chlazených inseminačních dávek hřebců Romke Eleja X, Stambul, Saklavi I – CZ Galán a Cat Prints  byla výrazně vyšší než motilita dávek mražených. Tento rozdíl byl statisticky významný. Statisticky nevýznamný byl rozdíl mezi chlazeným a mraženým ejakulátem hřebce Apollon Cedrik.

Pro statistické vyhodnocení dat byl použit párový t-test, v případě nesplnění podmínek pro jeho použití byl použit neparametrický Wilcoxonův párový test.
Graf č. 5.1. Procentuální zastoupení motilních spermií v chlazeném a mraženém ejakulátu hřebců.
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Poměr živých a mrtvých spermií

Tabulka č. 5.4. Procentuální zastoupení živých spermií v chlazeném a mraženém ejakulátu hřebců v jednotlivé odběrové dny. 

	jméno hřebce
	% živých spermií  chlazené semeno
	% živých spermií mražené semeno
	hladina významnosti

	Romke  Eleja X
	52
	31
	p = 0,001

	 
	48
	35
	

	 
	46
	33
	

	 
	48
	37
	

	 
	47
	35
	

	Stambul
	57
	39
	p = 0,001

	 
	64
	33
	

	 
	63
	38
	

	 
	65
	37
	

	 
	59
	39
	

	Saklavi I - CZ (Galán)
	55
	35
	p = 0,000

	 
	62
	36
	

	 
	54
	33
	

	 
	59
	34
	

	 
	65
	39
	

	Cat Prints
	58
	39
	p = 0,000

	 
	62
	37
	

	 
	65
	33
	

	 
	55
	34
	

	 
	60
	31
	

	 
	61
	40
	

	 
	51
	42
	

	Apollon Cedrik
	64
	51
	p = 0,002

	 
	63
	52
	

	 
	65
	57
	

	 
	64
	53
	


Procento živých spermií v chlazených inseminačních dávkách hřebců bylo vyšší než v jejich dávkách mražených. Rozdíl byl statisticky významný. 

Pro statistické vyhodnocení dat byl použit párový t-test, v případě nesplnění podmínek pro jeho použití byl použit neparametrický Wilcoxonův párový test.
Graf č. 5.1. Procentuální zastoupení živých spermií v chlazeném a mraženém ejakulátu hřebců.
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6. Diskuze

Chov koní je v současné době neodmyslitelně spjat s biotechnologickými metodami asistované reprodukce. Z hlediska hřebce je to především produkce co nejkvalitnějších inseminačních dávek. Pro zachování životaschopnosti a oplozovací schopnosti spermií je velice důležitá správná manipulace se semenem od odběru až k jeho zpracování. Je zapotřebí dodržet hygienická a veterinární opatření týkající se hřebce, odběrové místnosti a pracovních prostředků. 
Jedním z faktorů, které mohou výrazně ovlivnit úspěšnost umělé inseminace, tedy zabřezávání klisen, je technologie konzervace ejakulátu. Dnes se setkáváme s inseminačními dávkami jak v chlazené, tak v mražené podobě. Obě metody mají své klady i zápory. Chlazené sperma nepodléhá hlubokému zmražení v tekutém dusíku a tento fakt by mohl zvýšit pravděpodobnost zabřeznutí. Není však vždy možné použít chlazené semeno, zvláště řeší-li chovatel otázku vzdálenosti mezi hřebcem a klisnou. Metoda chlazení semene je náročnější především z časových důvodů. Čím delší je doba od odebrání ejakulátu po jeho aplikaci do pohlavních cest klisny, tím více se zvyšuje úmrtnost spermií.
Díky mikroskopickému hodnocení kvality spermií je možné bezprostředně po doběru posoudit, zda je možno konkrétního hřebce kryokonzervovat či nikoli. 

Výsledky experimentů prokázaly, že ejakulát v inseminačních dávkách dosahuje požadovaných parametrů téměř u všech hřebců. Müller (2010, pers. comm..) uvádí, že s přihlédnutím na plemennou příslušnost lze obecně říci, že „primitivní“ plemena koní mají lepší výsledky kvality ejakulátu než plemena intenzivně prošlechtěná. Šlechtitelskou prací totiž dochází mimo jiné i k inbrední depresi, jako je tomu například u starokladrubských koní. Příslušník tohoto plemene, hřebec Romke Eleja X, se ukázal ve všech testech horší ve srovnání s ostatními hřebci a pro kryokonzervaci zcela nevhodný. Chov starokladrubských koní byl založen již v 16. století a už od svých počátků narážel na úzkou krevní základnu. Hojně se využívala příbuzenská plemenitba kvůli zachování charakteristických znaků tohoto plemene. Umělá inseminace se u starokladrubských koní využívá již 30 let a už na začátku její aplikace prokazovalo toto plemeno horší fertilní parametry oproti ostatním teplokrevným plemenům.

Na druhé straně plemena, u kterých je šlechtitelská práce v začátcích, jsou plemena pony. Jedním z hřebců, který prošel experimentem, je hřebec Apollon Cedrik, zástupce plemene Welsh pony – sekce B. Pony plemena nejsou příliš zatížena inbrední depresí. Dokazují to i výsledky testů. Hřebec Apollon Cedrik dosáhl velmi dobrých výsledků jak u chlazeného, tak u mraženého ejakulátu. 

Kvalitní ejakulát poskytují také hřebci Stambul (zástupce plemen Achal Teke) a Saklavi I-CZ Galán (Shagya Arab). Tato plemena disponují dobrou fertilizační schopností, protože pocházejí z drsných podmínek a přirozenou selekcí tak byli preferováni silní a odolní jedinci.  Plodnost totiž pozitivně koreluje s celkovou odolností jedince. 

V případě hřebce Cat Prints byly zjištěny také dobré výsledky ejakulátu. Hřebec je příslušník plemene Amnerican Paint Horse a byl importován ze zámoří. Jde o plemeno koně, o kterém nemáme velké znalosti a do experimentu byl zařazen pro srovnání s ostatními plemeny.

Pro plemenné hřebce je velmi důležité, je-li možné jejich semeno mrazit. Selekce však probíhá pouze na základě zkoušek výkonnosti a hodnocení exteriéru. Hřebci tak nejsou do chovu zařazováni podle vhodnosti k mražení, jako je tomu například u býků, a proto nelze očekávat velký pokrok v kryokonzervaci (Colenbreander et al., 2003). Parametry plodnosti a vhodnost k mražení zároveň nejsou součástí licentace hřebců, což je velký nedostatek a chovatelské svazy by si měly tento fakt uvědomit (Müller, 2010, pers. comm.).
Tischner (1979) uvádí, že průměrně 20 % hřebců lze charakterizovat jako "vhodné k mražení", dalších 20 % jsou "nevhodní k mražení" a 60% hřebců produkuje sperma, které sice není zcela ideální pro kryokonzervaci, ale je možné ho upravit určitými modifikacemi  při procesu mražení. Více než 30-ti % motilita po rozmražení klasifikuje hřebce jako vhodného k produkci mražených inseminačních dávek (Kirk et al., 2005). Vhodnost ejakulátu k mražení se velmi liší mezi jednotlivými hřebci. I dostatečně plodní hřebci mohou produkovat sperma, které poskytne velmi nízké zabřezávací poměry po rozmražení (Boyle, 1996). Je třeba si uvědomit, že podstatná část úspěšné kryokonzervace spočívá v nalezení vhodných ředících médií a metod. Pro kryokonzervaci ale neexistuje definitivní model technologie zpracování. Již dříve bylo zjištěno, že příznivě působí nižší koncentrace za použití ředidla s obsahem laktózy a EDTA. Kladně je hodnoceno také použití většího objemu inseminačních dávek (Heitland et al., 1996). 
Existuje velmi málo studií, které se zabývají korelací mezi oplozovací schopností mraženého ejakulátu a laboratorními testy. Je totiž velmi obtížné a nákladné oplodnit dostatečný počet klisen pro získání statisticky významných rozdílů (Katila, 2001). Je tedy nutné zdokonalit techniky hodnocení plodnosti in vitro a metodu kryokonzervace. Motilita je u hřebců nejčastěji používaný test, avšak ne zcela koreluje s plodností, zvláště jedná-li se o mražené semeno (Voss et al., 1981, Rodriguez-Martinez, 2003). Malmgren (1992) zaznamenal inkompatibilní korelaci mezi morfologickým hodnocením (další běžně užívaný test) a plodností hřebce. Kirk et al. (2005) ale tvrdí, že existují korelace mezi celkovou a progresivní motilitou a motilitou  a ostatními kvalitativními ukazateli spermatu. 

Přes tato fakta je ale pravdou, že oplození schopnost mraženého spermatu je nižší než chlazeného (Jasko et al., 1992). Motilita je ale ukazatelem pro oplození schopnost neobjektivním a nevystihuje oplozovací potenciál inseminační dávky (Wilhelm et. al., 1996 in Kirk et al., 2005).

Také López-Fernández et al. (2007) předpokládá, že běžně používané ukazatele životaschopnosti spermií ne vždy zcela korespondují s oplozovací schopností. Navrhují tedy sledovat fragmentaci DNA během procesu zpracování ejakulátu. Tím by mohl být lépe odhadnut reprodukční potenciál hřebců. Výsledky rozpadu DNA se signifikantně nelišily u spermatu nativního ve srovnání s chlazeným nebo mraženým. Nicméně k více než 50%-ní fragmentaci DNA došlo už po 6 hodinách inkubace na 37 °C u chlazeného i mraženého semene. Po 48 hodinách byl rozpad DNA téměř 100 %. Tato metoda se však zatím v praxi běžně nepoužívá. 
Běžně používané kvalitativní testy ejakulátu jsou koncentrace, morfologie, motilita a živé spermie. Vhodné je zpracovávat ejakulát, jehož koncentrace před ředěním je minimálně 160 tisíc spermií/ml (Müller, 2010, pers. comm.). Sperma se po odběru ředí tak, aby koncentrace v inseminační dávce byla 65 - 100 tisíc spermií/ml, což je dostatečné množství spermií nutných k oplození. V našem experimentu všichni hřebci splnili tato kritéria.
Morfologické změny spermií se manifestují na kvalitě jejich pohybu. Morfologické změny na bičíku a na spojovací části obvykle determinují poruchy pohybu. Morfologické abnormality na hlavičce se nejčastěji projevují defekty akrozómu, což zapříčiňuje horší penetraci spermie do oocytu. Požadovaná norma je minimálně 65 % morfologicky nezměněných spermií. I tímto kritériem prošli všichni hřebci. Procento normospermií bylo vyšší u chlazeného ejakulátu ve srovnání s mražených. Příčinou je vznik sekundárních změn způsobených mražením a manipulací.  

Podle zjištěných hodnot motilit můžeme říci, že hřebec Romke Eleja X je pro kryokonzervaci zcela nevhodný, neboť průměrná motilita po rozmražení nedosáhla ani 10 % procent. Kvalita spermatu z hlediska jeho oplozovací schopnosti má zásadní význam a je dána především individuálními vlastnostmi jedince, do jisté míry vnějšími vlivy, např. výživou a teplotou (Müller, 2006). Je však možné zlepšit jeho výsledky změnou ve výživě, individuálním přístupu v ředění a technologii zpracování ejakulátu. Ovšem následnou testaci má význam provádět po 3 měsících,  až dozraje další cyklus spermií (Müller, 2010, pers. comm.). Ostatní hřebci prokázali podstatně lepší hodnoty motilit a je možné jejich semeno kryokonzervovat. Hřebčí spermie s motilitou před konzervací < 70 % a po rozmrazení  < 30 % ukazují na nižší úroveň ejakulátu a nízký efekt fertilizace. U hřebců platí ještě výrazněji skutečnost, že determinace motility, není-li prováděna objektivními metodami, je vysoce subjektivního extrémní variabilitu pohybu spermií v jednotlivých ejakulátech. 
Poměr živých a mrtvých spermií nás informuje o životaschopnosti spermií a u plodných hřebců očekáváme zastoupení živých spermií vyšší než 50 %. Vzorek s 60 % živých spermií je vhodný pro umělou inseminaci (Morel, 1999). Toto kritérium nesplňoval hřebec Romke Eleja X, ostatní hřebci se pohybovali v okolí této hranice. U mraženého ejakulátu běžně počítáme s rozdílem 10 %  ve srovnání s chlazeným ejakulátem.

Všeobecně lze konstatovat, že obsahuje-li  hřebčí ejakulát dostatečný počet progresivně se pohybujících spermií s charakteristicky přímým rotačním pohybem dosahuje se umělou inseminací adekvátní fertility za předpokladu, že všechny další faktory tohoto procesu jsou uspokojivé (Věžník, 2004).
Jasko et al. (1992) uvádí, že úspěšnost koncepce klisen 76 % při použití čerstvého spermatu, 65 % chlazeného a 56 % mraženého spermatu (Loomis, 2001). Ovšem Metcalf (1998, in Loomis, 2001) referuje o 48 – 74-ti % míře zabřezávání po použití mraženého spermatu. Nelze tedy tvrdit, že mražené sperma je jednoznačně horší než sperma chlazené (Loomis, 2001). V praxi hraje důležitou roli také výběr klisny a její zapouštění ve vhodnou dobu (Barbacini et al., 1999), čímž je množné zároveň kompenzovat případně nižší schopnost zabřezávání klisen po použití mraženými inseminačními dávkami (Loomis, 2001).  
7. Závěry a doporučení

V našem experimentu bylo použito mikroskopické vyšetření parametrů ejakulátu, které se běžně hodnotí v praxi.  Potvrdili jsme, že kvalita chlazeného ejakulátu dosahuje lepších výsledků v hodnocení motility, poměru živých a mrtvých spermií a morfologických  změn než kvalita mraženého semene. Je tedy zřejmé, že kryokonzervace významně zatěžuje samčí pohlavní buňky. Proto by bylo dobré propracovat technologii mražení ejakulátu. Zároveň jsme ověřili, že koncentrace spermií ve sledovaných inseminačních dávkách odpovídá doporučeným normám. 

Došli jsme k závěru, že kvalitu semene a následnou fertilizační schopnost determinuje plemenná příslušnost a prošlechtěnost plemen. 

Kvalita ejakulátu závisí také na výživě, pohybu, sezonních vlivech a technice odběru. Změnou těchto determinantů společně s individuálním přístupem ředění a mražení je možné zlepšit parametry ejakulátu jednotlivých hřebců, nicméně dosud nebyl vyvinut univerzální postup pro zpracování semene a vše je jen otázkou laboratorních zkoušek.

V práci se pozastavujeme nad korelací hodnocených kvalitativních ukazatelů a plodností. Bohužel existuje velmi málo studií, které se zabývají korelací mezi oplozovací schopností ejakulátu a laboratorními testy. Do budoucna by bylo dobré zdokonalit techniky kvalitativního posouzení ejakulátu hřebců. 
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