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Analýza kvality ejakulátu beranů šumavské ovce v 
různých fázích kryokonzervace 

Souhrn 

Cílem práce bylo zhodnotit vliv vnitřních faktorů, v našem případě vliv věku a četnosti 

vrhu plemeníka, na kvalitu spermatu během procesu kryokonzervace a po něm. Navazujícím 

cílem bylo zhodnotit změny kvality spermatu během postupu kryokonzervace. Pro expriment 

byli použiti berani plemene šumavská ovce. Toto plemeno patří mezi geneticky ohrožené druhy 

hospodářských zvířat a bylo proto zařazeno mezi genetické zdroje České republiky. Pro 

zachování genetické rozmanitosti tohoto plemene je důležitý správný výběr plemeníků pro 

proces kryokonzervace. 

Plemeníci byli rozděleni do čtyř skupin podle věku (1,5, 2,5, 3,5 a 4,5 let). Dále byli 

rozděleni podle četnosti vrhu, ve kterém se narodili, na jedináčky a dvojčata. Pro hodnocení 

parametrů kvality spermatu byly použity metody C A S A a průtoková cytometrie. Hodnocení 

spermatu probíhalo před ekvilibrací, po ekvilibraci a po kryokonzervaci. 

Kvalita spermatu během kryokonzervace postupně významně klesala. Od vyšetření 

spermatu před ekvilibrací došlo během procesu kryokonzervace k poklesu celkové motility 

spermatu o 53,5 %, k poklesu progresivní motility o 38 % a k poklesu buněk s intaktní 

plazmatickou membránou a akrozomem o 47 %. 

Vl iv věku a četnosti vrhu se na kvalitě spermatu odráží následujícím způsobem. Před 

ekvilibrací dosahovali lepší kvality spermatu plemeníci staří 2,5, 3,5 a 4,5 roku a plemeníci, 

kteří pocházeli z dvojčat. Po ekvilibraci nebyl prokázán nijak významný rozdíl kvality spermatu 

mezi věkovými kategoriemi a četnost vrhu neměla na kvalitu spermatu prokazatelný vliv. Po 

kryokonzervaci byla zjištěna lepší kvalita spermatu u plemeníků starých 3,5 a 4,5 roku. 

Prokazatelně lepších výsledků pak dosahovali plemeníci z vícečetných vrhů. 

Výsledky experimentu potvrdily, že pro proces kryokonzervace spermatu je lepší využít 

starší plemeníky ve věku 3,5 - 4,5 let a plemeníky, kteří pocházejí z dvojčat (vícečetnost vrhu). 

Právě tito jedinci měli nejlepší kvalitu inseminační ch dávek po kryokonzervaci. 

Získané výsledky mohou do budoucna sloužit jako vodítko pro výběr plemeníků 

vhodných pro proces kryokonzervace, a to zejména u šumavských beranů. Výběr plemeníků 

s tendencí odolávat kryopoškození spermatu, může přispět ke zlepšení kvality konzervovaných 

inseminačních dávek a k uchování cenného genetického materiálu po delší časové období. 

Klíčová slova: Průtoková cytometrie, CASA, genové rezervy, inseminační dávka, sperma 



Analysis of Šumava ram ejaculate quality in different 
stages of cry ©conservation 

Summary 

The aim of the work was to evaluate the influence of internal factors, in our case the influence 

of age and litter frequency of the sire, on sperm quality during and after the cryopreservation process. A 

subsequent aim was to evaluate changes in sperm quality during the cryopreservation procedure. For the 

experiment, rams of the Šumava sheep breed were used. This breed belongs to the genetically 

endangered species of farm animals and was therefore included among the genetic resources of the 

Czech Republic. To preserve the genetic diversity of this breed, the correct selection of breeders for the 

cryopreservation process is important. 

The offspring were divided into four groups according to age (1.5, 2.5, 3.5 and 4.5 years). They 

were further divided according to the frequency of the litter in which they were born into an only lambs 

and twins. CASA and flow cytometry methods were used to evaluate sperm quality parameters. Semen 

were evaluated before equilibration, after equilibration and after cryopreservation. 

Semen quality gradually decreased significantly during cryopreservation. From examination of 

sperm before equilibration, there was a 53.5% decrease in total sperm motility, a 38% decrease in 

progressive motility, and a 47% decrease in cells with an intact plasma membrane and acrosome during 

the cryopreservation process. 

The effect of age and litter frequency on sperm quality is reflected in the following way. Before 

equilibration, 2.5, 3.5 and 4.5-year-old sires and sires that came from twins achieved better sperm 

quality. After equilibration, no significant difference in sperm quality between age categories was 

demonstrated, and litter frequency had no demonstrable effect on sperm quality. After cryopreservation, 

better sperm quality was found in 3.5 and 4.5-year-old studs. Proven better results were achieved by 

sires from multiple litters. 

The results of the experiment confirmed that it is better to use older sires aged 3.5-4.5 years and 

sires that come from twins (multiple litters) for the sperm cryopreservation process. These individuals 

had the best quality of insemination doses after cryopreservation. 

In the future, the obtained results can serve as a guide for the selection of studs suitable for the 

cryopreservation process, especially for Šumava rams. The selection of studs with tendencies resistant 

to sperm cryodamage can contribute to the improvement of the quality of preserved insemination doses 

and to the preservation of valuable genetic material for a longer period of time. 

Keywords: Flow cytometry, CASA, gene reserves, insemination dose, sperm 
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1 Úvod 
Ovce patří mezi nej starší chovaná hospodářská zvířata na našem území. V současné době 

je však mnoho původních plemen ovcí ohroženo ztrátou genetické rozmanitosti. Hlavními 
důvody j sou tlak moderního zemědělství a vytlačování původních plemen moderními plemeny. 
Pro genetickou diverzitu plemen ovcí je důležitá dostatečná základna zvířat. To je hlavním 
problémem původních plemen ovcí, jelikož jejich počty jsou nízké a praktikám imbreedingu 
při šlechtění se lze vyhnout jen s těží. Zachování původních plemen ovcí je důležité z hlediska 
jejich houževnatosti a přizpůsobivosti, což je cenná vlastnost při dnešní změně podnebí 
(Machová et al. 2021, Machová et al. 2023). 

Jedním z nástrojů pro zachování původních plemen může být využití umělé inseminace. 
Ta není v dnešní době příliš praktikována, jelikož je lepších výsledků reprodukce dosahováno 
přirozenou plemenitbou. Hlavním problémem je špatná kvalita inseminační ch dávek beranů. 
Sperma beranů má špatné kryokonzervační vlastnosti kvůli náchylnosti na změnu teplot při 
mrazení. Dalším problémem je umělá inseminace ovcí, která je komplikována fyziologickou 
stavbou reprodukčního ústrojí samice. V současné době však dochází k rozvoji v tomto odvětví, 
a tak by do budoucna mohlo dojít k běžnému využívání umělé inseminace v chovech. 

Pro zlepšení výsledků inseminace je důležité použití kvalitních inseminační ch dávek, 
které mají dostačující oplozovací schopnosti. V tomto ohledu má smysl zkoumat vlivy, které 
ovlivňují kvalitu spermatu zejména po kryokonzervaci. Pokud známe vlivy působící na kvalitu 
spermatu, jsme schopni ovlivnit výběr plemeníků a postup konzervace spermatu tak, abychom 
dosáhli lepších reprodukčních výsledků. 

Umělá inseminace má řadu benefitů (např. maximální využití genetického potenciálu), 
které je potřeba využít. Proto má každý výzkum v této oblasti potenciál přispět ke zlepšení 
umělé inseminace v chovu malých přežvýkavců. 
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2 Vědecká hypotéza a cíle práce 
Hypotéza: Kvalita ejakulátu v průběhu jeho zpracování ve formě dlouhodobě 

konzervovaných inseminační ch dávek je ovlivněna nejen podmínkami prostředí působících na 
jedince a plemennou příslušností, ale i dalšími vnitřními faktory. 

Šumavská ovce patří mezi původní plemena řazena mezi genové rezervy v ČR. Důležitou 
součást záchranného programu ohrožených populací hospodářských zvířat, tedy i šumavské 
ovce, představují inseminační dávky získané od významných plemeníků. Tyto dávky jsou 
dlouhodobě konzervovány v tekutém dusíku. Obecným problémem kryokonzervace u beranů 
je výrazné poškození spermatických buněk v průběhu procesu mrazení a následné snížené 
fertilizační schopnosti po rozmrazení. Cílem diplomové práce je definování a posouzení faktorů 
které ovlivňují poškození spermatických buněk v průběhu konzervace a po jejich rozmrazení. 
Navazujícími cíli jsou zjištění kvalitativních ukazatelů spermatických buněk v průběhu 
kryokonzervace a po rozmrazení a následně navržení schématu pro výběr plemeníků pro účel 
produkce inseminačních dávek. 
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3 Literární rešerše 

3.1 Plemeno Šumavská ovce 

Šumavská ovce patří společně s valašskou ovcí mezi dvě česká národní plemena, která 
jsou zařazena do programu záchrany genových zdrojů (Machová et al. 2021). Šumavská ovce 
byla zařazena do tohoto programu v roce 1992. Jako genetický zdroj jsou evidována 
reprodukčně aktivní zvířata, která jsou evidována v hlavním oddílu plemenné knihy, zařazena 
do kontroly užitkovosti a mají minimálně dvě generace předků, které jsou zapsány v plemenné 
knize (Milerski 2016). 

Jako plemeno byla šumavská ovce uznána v roce 1987. Patří mezi polojemnovlnná až 
polohrubovlnná plemena se smíšenou splývavou bílou vlnou. Rouno je polouzavřené Plemeno 
je charakteristické středním tělesným rámcem a lehkou kostrou. Živá hmotnost bahnic je 55-65 
kg, u beranů 80-100 kg (Svaz chovatelů ovcí a koz 2023). Ovce mají dobré pastevní schopnosti 
a chůzi. Výhodou plemene je schopnost využívat i méně kvalitní porosty, při delším období 
pastvy. To je hlavní důvod pro využití tohoto plemene v environmentálním systému Národního 
parku Šumava (Jandurova et al. 2005). Machová et al. (2021) uvádí, že se jedná o odolné 
plemeno, které se hodí pro údržbu krajiny, agroturistiku a hybridizační programy, a proto má 
své místo v moderním zemědělství. Užitkovost plemene je trojitá (maso, mléko, vlna) 
(Machová et al. 2023). 

Šumavská ovce má genetický základ v českých selských plemenech ovcí. Přesný původ 
selských ovcí není znám. Populace byla v minulosti překřížena merinovými plemeny ovcí, 
avšak v některých horských a podhorských oblastech došlo k zachování původního typu 
plemene. Od druhé poloviny minulého století probíhá regenerační křížení s fylogenetický 
příbuznými plemeny. K těmto účelům byly použity plemena wúrttemberská ovce, texel, 
sovětská cigája, lincoln, kent, leicester, zušlechtěná valaška, cheviot a východofríská ovce 
(Svaz chovatelů ovcí a koz 2023). 

Pro budoucnost tohoto plemene je důležitá znalost historického vývoje a příbuzenství 
v populaci tak, aby bylo možné zachovat genetickou rozmanitost plemene. Největší překážkou 
genetické rozmanitosti málo početných plemen je ohrožení imbreedingovou depresí (Machová 
et al. 2023). Současnou tendencí je pokles početních stavů ovcí v genetických zdrojích. 

Tabulka 1 Vývoj početních stavů populace genetického zdroje 

Rok 2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013 2015 2017 2019 2020 2021 2022 
Počet 
zvířat 

1992 2734 2325 2438 2409 1942 2142 2169 2213 2224 1928 1773 1352 

Počet 
chovů 26 27 31 29 24 23 22 22 26 26 28 26 23 

(Národní referenční středisko pro genetické zdroje zvířat) 
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Tabulka 2 Chovný cíl plemene dle SCHOK 

Plodnost na 
obahněnou 

v% 

Odchov 
do 14 

dnů v % 

Produkce 
mléka za 
dojnou 

periodu kg 

Živá hmotnost v kg 
jehňatve 100 

dnech 

Věk v měsících 
pro zařazení do 

plemenitby 

Živá hmotnost v 
kg při zařazení do 

plemenitby 

Plodnost na 
obahněnou 

v% 

Odchov 
do 14 

dnů v % 

Produkce 
mléka za 
dojnou 

periodu kg Beránci Jehničky Berani Jehnice Berani Jehnice 
150 140 120* 32 28 10-12 10-12 55 45 

u dojných ovcí za dojnou periodu 150 dnů 

Obrázek 1 Šumavská ovce - beran (ČZU v Praze 2019) 

3.2 Sexuální aktivita beranů 

K plnohodnotnému dosažení pohlavní dospělosti dochází u beranů od 4-8 měsíce, do 1-
4 let stáří. K prvním projevům říje dochází už během několika týdnů po narození a nejpozději 
se známky pohlavního chování dostavují do 1 roku stáří. (Colenbrander et al. 2003) 

Berani jsou na rozdíl od ovcí plodní po celý rok, nicméně se u nich objevuje reprodukční 
sezóna, během které se mění množství a kvalita spermatu a projevuje se výrazněji sexuální 
aktivita. Velikost varlat, produkce spermií a sexuální chování je ovlivněno zejména 
fotoperiodičitou. Roční období ovlivňuje kvalitu, objem spermií a jejich koncentraci, která je 
nižší při vysokých teplotách. Parametry spermií pak také ovlivňuje relativní vlhkost nebo 
nadprůměrné srážky. Vyšší pohyblivosti spermií je docíleno během připouštěcího období. 
Colebrander et al. (2003) uvádí, že během reprodukční sezóny 5-8 % spermií vykazovalo 
anomálie morfologického charakteru. Mimo připouštěcí období pak byly zaznamenány 
morfologické anomálie u 10-18 % spermií. 

Na sexuální aktivitu samců během připouštěcího období má vliv zejména působení 
samičího efektu. Jedná se o chemický, vizuální nebo sluchový stimul, kterým samice působí na 
samce. Samci, kteří jsou chováni v přítomnosti samic nacházejících se v říji, mají prokazatelně 
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vyšší kvalitu spermatu a vyšší obsah testikulární tekutiny během celého roku. Oproti tomu byl 
u těchto samců zjištěn pokles koncentrace testosteronu (Giriboni et al. 2017). 

Berani jsou schopni vyprodukovat během dne 2,76 až 7,23 x 109 spermií, v závislosti na 
sezónnosti a plemenné příslušnosti. Denně jsou pak schopni vyloučit 40 až 80 % celkové denní 
produkce spermií (Leboeuf et al. 2000). 

Proto, abychom získali lepší kvalitu spermatu od beranů mimo připouštěcí období, 
musíme vystavit plemeníky určitým účinkům. Jedním způsobem je aplikace intramuskulárního 
glutamátu samostatně, nebo v kombinaci s aplikací testosteronu. Tento zásah vyvolá u 
plemeníků zvýšení sexuálního apetitu mimo připouštěcí období. Berani, kterým byl aplikován 
tento přípravek, vyvolávají u ovcí v době anestru rychlejší nástup první říje lepší ovulaci, tvorbu 
žlutého tělíska a celkově dochází k lepšímu zabřezávání (Calderón-Leyva et al. 2018). 
V regionech, kde dochází k připouštění samic pomocí inseminační ch dávek, jsou berani 
vystaveni střídání délek světelného dne. Nejprve dochází k imitaci světelného režimu letních 
dnů, kdy jsou samci vystaveni delšímu světlu během dne po dobu jednoho měsíce. Následně je 
aplikováno zkrácení světelného dne, což má za následek napodobení světelného režimu 
zimních dnů. Tento způsob má za následek konstantně vysokou produkci spermatu, bez 
sezónních výkyvů (Chemineau et al. 2007). Pokud není zapotřebí produkce inseminačních 
dávek během celého roku, lze využít u beranů působení delšího světelného intervalu po dobu 
2-3 měsíců. K tomu dochází většinou v zimních měsících tak, abychom připravili plemeníky 
na produkci kvalitního ejakulátu v jarních měsících, kdy dochází k přirozeným říjím u samic. 
Těsně před plánovaným připouštěním se zkrátí světelný interval, nebo dojde k aplikaci 
melatoninových implantátů, což má za následek imitaci přirozeného připouštěcího období u 
samců (Malpaux et al. 1995, Chemineau et al. 2007). 

K reprodukci mimo přirozené připouštěcí období může dojít nepřetržitým působením 
světla v chovech. Tento způsob je však zakázán, kvůli možným poruchám biologických rytmů 
u hospodářských zvířat (Pellicer-Rubio et al. 2019). 

3.3 Odběr spermatu 

3.3.1 Odběr do umělé vagíny 

Nej častějším způsobem pro odběr spermatu od beranů je odběr do umělé vagíny. Jedná 
se o způsob, který je nejméně invazivní. Umělá vagína pro odběr musí splňovat některé zásady 
a co nejpřesněji tak imitovat přirozené prostředí pochvy ovce. Délka umělé vagíny, 
přizpůsobená k odběru ejakulátu u malých přežvýkavců, má délku 20 cm. Prostor mezi vnitřní 
a vnější stěnou umělé vagíny je vyplněn vodou, která by měla být vytemperována na teplotu 
40-41 °C. To je důležité pro komfort plemeníka, ale také zejména pro spermie získané během 
odběru. Tlak, který vyvíjí vnitřní stěna vagíny na penis samce, se dá regulovat přifouknutím 
přes vzduchový ventil. Dovnitř vagíny je vložen nejčastěji jednorázový latexový sběrač. Ten je 
vymazán vazelínou nebo sonografickým gelem, který plní účel lubrikační látky. Tento krok je 
nezbytný pro zamezení poranění penisu berana (Kos et al. 2019). 

Pro odběr se využívá fantom nebo atrapa, na kterou během odběru plemeník naskakuje. 
Jako atrapa slouží samice, která pokud je v říjí, může způsobit rychlejší odběr a zvýšit množství 
odebíraného materiálu. Intenzita odběrů je zásadní pro kvalitu spermatu. Odběr je možné 
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provádět 1 až 2krát denně, 5krát do týdne. Oproti tomu jiné zdroje uvádí intenzitu odběrů na 2-
3 odběry týdně. Doba odpočinku mezi jednotlivými odběry by měla být 2-3 dny, což má 
příznivý vliv na mrazitelnost spermií. V připouštěcím období lze získat více inseminačních 
dávek než mimo něj. Týdně tak lze vyprodukovat od jednoho plemeníka 50 až 200 
inseminačních dávek. (Colenbrander et al. 2003; Louda & Hegedušová 2009) 

3.3.2 Elektroejakulace 

Metoda, která se využívá v případě, pokud nejsou berani navyklí na odběr pomocí umělé 
vagíny, nebo v období se sníženou sexuální aktivitou (Abril-Sanchéz et al. 2017). 
Elektroejakulace se provádí za pomoci elektroejakulátoru, který se skládá z rektální sondy o 
průměru 2,5 cm a délce 20,5 cm. Ungerfeld et al. (2021) ve své práci uvádí rozdílné rozměry 
sondy, a to délku 30 cm a průměr 1,5 cm. Na sondě jsou připevněny tři pásové elektrody 
s ampérmetrem. Zdrojem celého zařízení je 12-V baterie. Zvířeti ležícímu na levém boku je do 
konečníku zavedena sonda s ultrazvukovým gelem, kvůli zlepšení elektrického kontaktu. 
Elektrické pulzy působí v cyklech: 5 pulzů při 0,1 mA, 20 pulzů při 0,2 mA a 5 pulzů při 0,3 
mA. Pokud nedojde ke stimulaci a následné ejakulaci, následuje další série pulzů (Santiago-
Moreno et al. 2009). Elektrická stimulace není příliš vhodná z důvodu změny semenné plazmy. 
To má za následek snížení tolerance spermií na poškození při kryokonzervaci (Lv et al. 2019; 
Youngquist & Threlfall 2006). Uvádí se, že použití této metody je bolestivé a stresující, a proto 
méně vhodné. Elektroejakulace má za následek zvýšení koncentrace kortizolu v séru, zvýšení 
rektální teploty a také srdeční a respirační frekvence. To všechno jsou ukazatelé stresu. 
Elektrické pulzy navíc poškozují svaly (Ungerfeld et al. 2021). 

3.3.3 TUMASG 

Poměrně novou metodou a také alternativou pro odběr semene pomocí elektroejakulace, 
je technika odběru označovaná jako T U M A S G . Jedná se o transrektální ultrazvukem vedenou 
masáž přídatných pohlavních žláz. Původně se tato metoda využívala u divoce žijících 
přežvýkavců, jelikož využívá méně elektrických pulzů nebo vůbec žádné. To má za následek 
nižší hodnoty kortizolu a tím pádem nižší stresové působení na zvířata. Při rektální 
ultrasonografii jsou v reálném čase pozorovány bulbouretrální žlázy, semenné váčky a také 
ampule chámovodu. Před samotnou masáží dojde nejprve k vytažení penisu a následně je do 
konečníku vsunuta sonda s karboxymethylcelulózovým gelem. Při TUMASGu dochází ke 
střídání masáže mezi bulbouretrálnímy žlázami a ampulemi chámovodu. Současně při tom se 
praktikuje masáž oblasti močové trubice, kvůli lepšímu průchodu ejakulátu přes močovou 
trubici. Díky ultrazvukovému skenování dochází ke kontrole chámovodu, která končí 
v momentě úplného vyprázdnění žláz. Pokud nedojde k ejakulaci, je použito elektrických 
podnětů o síle 3 V, po dobu 5 s. Mezi podněty jsou vloženy přestávky, které jsou využity pro 
T U M A S G (Abril-Sánchez et al. 2017). V případě aplikace oxytocinu před TUMASGem, 
dochází k rychlejší elektroejakulaci a ke snížení použitých elektropulzů (Ungerfeld et al. 2016). 

Abril-Sánchez et al. (2017) ve své práci srovnává metody elektroejakulace (EE) a 
TUMASGu a jejich stresové dopady na samce. Uvádí, že při metodě T U M A S G dochází 
k pozdější ejakulaci a je tedy časově náročnější. U všech aplikací TUMASGu muselo být 
použito elektrických pulzů, avšak méně, než je tomu u elektroejakulace. Samci se zvukově více 
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projevovali při použití elektroejakulace z čehož je patrné, že je tato metoda pro samce více 
bolestivá. Srdeční frekvence byla vyšší u EE, a to až o 10 tepů za minutu. Teplota konečníku 
byla stejná u obou metod. Hodnota kortizolu, který je označován jako ukazatel stresu, byla 
obecně vyšší v případě EE. Kvalita odebraného spermatu při obou metodách byla srovnatelná. 
Tyto výsledky dokazují, že metoda T U M A S G je vhodnou alternativou odběru spermatu, při 
které dochází k získání ejakulátu obdobných hodnot jako při EE, avšak za podmínek více 
vyhovujících a méně stresujících pro samce. 

3.4 Vyšetření spermatu 

3.4.1 Makroskopické vyšetření 

Ihned po odběru spermatu se provádí hodnocení objemu, konzistence, barvy, pachu, pH 
a obsahu cizích příměsí. Většinu parametrů lze hodnotit subjektivně, pouhým zrakem. Objem 
odebraného spermatu se dá nejjednodušeji zjistit vážením nebo měřením. K tomuto účelu se 
nejčastěji využívá odměrná odběrová zkumavka, na které se přímo odečte hodnota objemu 
ejakulátu, obvykle v mililitrech (Heidari et al. 2021). Faktory ovlivňující objem ejakulátu jsou 
věk samce, hmotnost, plemeno, výživa, roční období, způsob a četnost odběru spermatu 
(Weberová 2017). Konzistence ejakulátu berana by měla být smetanovitá, hustá a neprůhledná. 
Barva lehce nasedla až mléčná. Pach beraního spermatu může být cítit po vlně. pH se u beraního 
spermatu pohybuje od 6,3 do 7,5 (Kos et al. 2019). 

3.4.2 Mikroskopické metody 

Tyto metody zahrnují vyšetření koncentrace, životaschopnosti, motility a morfologie. 
Pohyblivost spermií se dá hodnotit podle stupnice od 0 do 5, kdy 0 označuje sperma bez 
jakéhokoli pohybu spermií a naopak 5 představuje spermie se značnou pohyblivostí (Ungerfeld 
et al. 2021). Motilita spermií je ovlivňována kaskádou proteinů. Navzdory pokroku ve výzkumu 
proteinů a jejich funkcí na spermie, jsou studie prováděné na beranech spíše vzácné (Zhu et al. 
2020). Koncentraci spermatu lze posoudit více způsoby. Počítačovými systémy, 
spektrofotometru, nebo třeba hemocytometrií. Van der Horst (2020) uvádí, že koncentrace 
spermií ve spermatu u berana je >3 x 109/ml. 

3.4.3 Hypoosmotický test (HOST) 

Dále lze provádět test na hypoosmotický otok spermií (HOST), který určuje procento 
funkčních membrán (Lv et al. 2019; Ungerfeld et al. 2021; Faigl et al.2012). U spermií, které 
mají funkční plazmatickou membránu, dochází při hypoosmotických podmínkách k otoku a 
zvlnění bičíků (Bajuk et al. 2018). Vzorek spermatu je inkubován společně s hypoosmotickým 
bobtnavým roztokem (HOS) v poměru 1:15, při teplotě 37 °C a po dobu 15minut. Následuje 
hodnocení pod mikroskopem s fázovým kontrastem (Liu et al. 2020). 

3.4.4 Tepelný test přežitelnosti 

Tento test se provádí za účelem zjištění odolnosti a životaschopnosti spermií. Sperma je 
po rozmrazení vystaveno na několik hodin teplotě 37 °C, což imituje přirozenou teplotu 
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v reprodukčním ústrojí samice. Vystavení zmrazeného a rozmrazeného spermatu těmto 
podmínkám má za následek odhalení poškození buněk, které není patrné ihned po rozmrazení, 
ale ke kterému dochází v těle samice po určitém čase. Tento test je dobrým indikátorem pro 
hodnocení fertilizační schopnosti beraního spermatu (Aisen et al. 2000; Joshi et al. 2005). 

3.4.5 Spektrofotometrie 

Pro měření koncentrace spermií v beraním spermatu se může využívat také 
spektrofotometr. Metoda je založena na měření intenzity světla. Jedná se o kvantitativní měření 
přenosu světla skrz požadovaný roztok. U domácích druhů zvířat je pro hodnocení koncentrace 
spermií využíváno vlnových délek mezi 500 a 650 nm. Požadovaný vzorek spermatu se 
odpipetuje do kyvety, což je malá, průhledná a kvádrovitá nádobka, vyrobená z plastu, skla 
nebo křemene. Kyveta se po naplnění vkládá mezi zdroj světla a detektor, který zachycuje 
světelný paprsek. Před měřením se provádí kalibrace přístroje, vložením čisté kyvety do 
komory na vzorky, naplněné 2,9% roztokem citrátu sodného (Anzar et al. 2009). 
Spektrofotometrie nemusí být dostatečně přesná metoda měření koncentrace spermatu, kvůli 
neschopnosti odlišit spermie od jiných buněk nebo částic zbytků, obsažených ve spermatu 
(Brito et al. 2016; Moraes et al. 2019). 

3.4.6 Hemocytometrie 

Hemocytometrie je jedním ze způsobů měření koncentrace spermatu. Jedná se o nej starší 
způsob hodnocení koncentrace spermií. Hemocytometr je tlustá skleněná destička, na které jsou 
odděleny dvě počítací komůrky. Nejprve dochází k přípravě fixačního roztoku, rozpuštěním 1 
ml formaldehydu v 99 ml 3,4% citrátu sodného. Následuje ředění spermatu s fixním roztokem. 
Na hemocytometr se pokládá krycí sklíčko a kápnutím připraveného vzorku na okraje krycího 
sklíčka, dojde ke vtažení tekutiny pod krycí sklíčko. Pro vyšetření koncentrace spermatu se 
využívá Neubauerovy, ale také Biirkerovy komůrky. K vyšetření se využívá mikroskop 
s fázovým kontrastem, při 200 nebo 400násobném zvětšení. Ve čtverečcích hemocytometru se 
počítají jednotlivé hlavičky spermií (Anzar et al. 2009; Brito et al. 2016). 

3.4.7 FAST (Flagellar and Sperm Tracking) 

Kvůli velkému počtu buněk, není možné pomocí systému C AS A sledovat bičíky spermií. 
Proto byl objeven tento nový systém, vyvinutý na Univerzitě Birmingham, U K . Jedná se o 
systém, který kvantitativně hodnotí a analyzuje některé parametry bičíků spermií. Sledování 
bičíkových křivek umožňuje měření veličin, jako je rozptyl energie, narušení okolního média a 
viskózni napětí. Tyto veličiny nelze měřit pouhým sledováním hlaviček spermií. Hodnocený 
vzorek spermatu musí být ředěný, nikoli surový, kvůli křížení cest bičíků. FAST pracuje při 
169 sn/s za pomoci modulu pohyblivosti SCA a kontrastní mikroskopie s negativní fází 
(Gallagher et al. 2019; van der Horst 2020). 
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3.5 Zpracování spermatu 

3.5.1 Ředění 

Před konzervací spermií je nutné k odebranému a zpracovávanému spermatu přidat 
takzvaná ředidla, která upravují koncentraci spermií v inseminační dávce, zvyšují objem 
inseminační dávky a tím pádem také efektivnější využití genetického materiálu samce (Moce 
et al. 2020). Dále jsou dočasným zdrojem energie pro spermie (Dorado et al. 2007). 
Kryoprotektiva, obsažená v ředidlech, chrání spermie před chladovým šokem. Ten má za 
následek ztrátu selektivní permeability a integrity plazmatické membrány. Dochází při něm 
k uvolňování intracelulárních enzymů a lipidů. Dále má za příčinu trvalé změny v membránách 
akrozomů a v mitochondriích (Bajuk et al. 2018). Nejčastěji používaná ředidla jsou na bázi tris, 
fruktózy, glukózy, sacharózy, rafinózy, kyseliny citrónové, antibiotik, glycerolu nebo 
vaječného žloutku. Dále lze použít mléčná nebo laktózová ředidla. Mléko, jako ředidlo, se dá 
použít plnotučné, odstředěné nebo ve formě UHT mléka (Salamon & Maxwell 2000). 
Inseminační dávky lze uchovávat při teplotách 2 až 15 °C, avšak při ředění odstředěným 
mlékem se doporučuje hodnota 4 °C (Iannuzzi et al. 2021). Glycerol se jako ochranná látka 
v ředidlech pro beraní sperma využívá asi nejčastěji. Hladina glycerolu, použitá při mražení 
dávek, je omezena jeho toxicitou. Taje závislá na složení ředidla, jeho osmotickém tlaku a na 
chlazení a mražení dávek. Koncentrace glycerolu závisí také na způsobu, jakým se ke spermatu 
přidává. Nejlépe se jeví přidávat glycerol při 4-5 °C, a ne déle než 20 až 30 minut před 
zmrazením. Podle Leboeuf et al. (2000) nemá přidání glycerolu při teplotě 5 °C žádné výhody, 
oproti přidání při 30 °C. Vaječný žloutek je stejně jako glycerol hojně využíván v ředidlech. 
Jeho funkcí je ochrana před chladovým šokem a také před účinky mražení a rozmrazování 
inseminační ch dávek. Působí zejména na plazmatickou membránu spermií. Bylo prokázáno, že 
vaječný žloutek působí lépe na býčí spermie než na spermie berana (Leboeuf et al. 2000; 
Salamon & Maxwell 2000). Byly však také zjištěny nežádoucí účinky vaječného žloutku na 
plodnost kryokonzervovaného spermatu. Žloutek může svou produkcí metabolitů a toxinů 
způsobovat snížení kvality spermatu a svou přítomností v ředidlech může způsobovat snížení 
motility a dýchání spermií. Lokální infekcí může nepřímo způsobit potrat (Ptáček et al. 2019). 

Při ředění spermatu lze využít dvoustupňové nebo jednostupňové metody. V případě 
dvoustupňové metody se nejprve použije ředidel bez obsahu glycerolu. Následně je již zředěné 
sperma dále ředěno kryoprotektivy s obsahem glycerolu. U jednostupňové metody dojde přímo 
k rozředění spermatu ředidly, obsahujícími glycerol. Ředění se provádí před ekvilibrací a za 
nízké teploty. Koncentrace glycerolu použitého u beraního spermatu je 4-6 %. (Lv et al. 2019). 
Glycerol ováná ředidla lze také přidávat ve třech krocích, a to v lOminutových intervalech 
(Leboeuf et al. 2000). 

Vzorky spermatu se ředí buď konkrétním objemem ředidla, nebo se ředí na konkrétní 
koncentraci spermií. Lepším způsobem je ředění na konkrétní koncentraci spermií. Míra ředění 
je 1:1 - 1:23. Spolehlivých výsledků bylo dosaženo u dávek ředěných na koncentraci 80 až 
500 x 106 spermií/ml (Purdy 2006). 
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3.5.2 Ekvilibrace 

Je to doba mezi přidáním kryoprotekční látky ke spermatu a samotným zmražením 
inseminačních dávek (Cámara et al. 2011). Ekvilibrace by měla probíhat zhruba 2-4 hodiny a 
měli bychom se během ní dostat na teplotu okolo 5 °C. Účelem ekvilibrace je navyknutí spermií 
na snižující se teplotu prostředí a na snižující se metabolismus buněk. To má za následek lepší 
přizpůsobení spermií negativním vlivům během procesu kryokonzervace (Lv et al. 2019). 
Ahmad et al. (2015) uvádí, že špatná ekvilibrace vyvolává u spermií teplotní šok a způsobuje 
narušení plazmatické membrány a iontových kanálů, produkci reaktivních forem kyslíku a 
ztrátu mitochondriálního membránového potenciálu. 

3.5.3 Sexace spermií 

Stejně jako u ostatních druhů hospodářských zvířat, je i u malých přežvýkavců tendence 
získávat od kvalitních zvířat potomky s preferovaným pohlavím. Po inseminaci sexuálně 
tříděným spermatem byla již získána mláďata od skotu, prasat, ale také ovcí. Zatím co u skotu 
je inseminace sexovanými inseminačními dávkami běžnou praxí, u ostatních druhů 
hospodářských zvířat včetně ovcí, se těchto dávek využívá spíše výjimečně (Qin et al. 2018). 
Nej spolehlivější metodou pro třídění spermií je průtoková cytometrie založená na rozdílech 
obsahu D N A mezi gametami, které určují pohlaví plodu. Spolehlivost sexovaných 
inseminačních dávek se pohybuje v rozmezí 85-95 %. Úspěšnost separace spermií je závislá 
nejen na obsahu DNA, ale také na tvaru hlavičky spermie. Nejpřesněji dochází k třídění spermií 
u býků, jelikož jejich zploštělý tvar hlaviček spermií nejlépe odpovídá požadovanému tvaru při 
průtokové cytometrii (Garner 2006). Během procesu sexování dochází k poškození spermií, a 
to ve vetší míře, než je tomu u běžných nesexovaných dávek. Dochází k vystavení spermií 
mnoha stresorům jako jsou fluorescenční barviva, vysoká rychlost ředění, mechanické 
poškození, průchod elektrickým polem nebo laserové osvětlení (Anel-López et al. 2018). 
Dochází k častějšímu poškození membrán, k fragmentaci DNA, ke zhoršené motilitě a 
k předčasné kapacitaci. Výsledkem toho je horší zabřezávání po inseminaci sexovanými 
inseminačními dávkami (Qin et al. 2018). Na úspěšnost inseminace sexovanými inseminačními 
dávkami má vliv mnoho faktorů. Nej důležitější je včasná a přesná detekce říje, spojená 
s vhodnou dobou pro inseminaci. Jelikož životaschopnost spermií tříděných podle pohlaví, je 
v samicím reprodukčním traktu daleko kratší, než je tomu u běžných inseminačních dávek, je 
nejlepší doba pro aplikaci sexovaných dávek přesně ve chvíli ovulace. Dalším důležitým 
faktorem je místo, kam je aplikována inseminační dávka, a také způsob inseminace (Maxwell 
et al. 2004, Anel-López et al. 2018). Míra úspěšnosti inseminace se zvyšuje, pokud je sperma 
vpraveno daleko do děl ožni ch rohů samice. Další možností, jak zlepšit proces sexace spermií, 
je přidání antioxidantů během procesu třídění. Antioxidanty mají ochranný účinek na kvalitu a 
funkci spermií. Těmito antioxidanty jsou A A - 2 G (kyselina askorbová-2glukosid), glutathion, 
melatonin nebo vitamín C. Nej lepších výsledků bylo dosaženo při použití antioxidantu A A - 2 G 
(Qin et al. 2018). 
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3.5.4 Výroba inseminačních dávek 

Po naředění a schlazení semene se inseminační dávky plní do pelet nebo pejet. Zmrazení 
dávek v podobě pelet je rychlé a levné, ale jednotlivé pelety se nedají nijak označit. Dávky o 
objemu 0,1 - 0,3 ml se dávkují do prohlubní v suchém ledu. Tato metoda je v dnešní době 
využívána minimálně. Zmrazení dávek v plastových pejetách je pracnější a nákladnější. 
Jednotlivé dávky však mohou být označeny přímo na pejetách. Připravené inseminační dávky 
lze do pejet plnit za pomoci pipetníku, při okolní pokojové teplotě (25 °C). Objem pejet je 
0,25 - 0,5 ml (Purdy 2006). Pejety jsou uzavřeny pomocí plastových kuliček nebo těsnícího 
prášku P V A - poly vinyl alkohol, který při kontaktu s vodou vytváří pevnou zátku (Savvulidi et 
al. 2021). 

3.5.5 Způsoby konzervace 

3.5.5.1 Chlazení 

Chlazené inseminační dávky mají oproti těm mraženým řadu výhod. Nej podstatnější 
výhodou je vyšší plodnost, dále také snadnější práce při umělé inseminaci a v neposlední řadě 
také snazší přeprava k chovateli. Naopak velkou nevýhodou chlazeného spermatu je jeho krátká 
použitelnost. Inseminace chlazeným spermatem vykazuje mnohem vyšší plodnost oproti 
použití zmrazených inseminačních dávek. Sperma se zchlazuje na teplotu 10-15 °C (Carneiro 
et al. 2019), dnes spíše na teplotu 4 až 5 °C. Podle Colenbrander et al. (2003) se skladováním 
spermatu při teplotě 5 °C docílí vyšší motility spermií než při 17 °C. Při této teplotě se dosahuje 
relativně vysoké plodnosti (54-65 %). Oproti tomu, zmrazené sperma vykazuje 
oplozeníschopnost pouhých 35-38 %. V obou případech však nedochází k takovému úspěchu, 
jakému je dosahováno při přirozené plemenitbe, kde je uváděna plodnost až 74 %. Ve 
Španělsku je umělá inseminace chlazeným spermatem využita asi v 85 % případů (Moce et al. 
2020). 

Při chlazení spermatu se využívá ředících látek, které zabraňují poškození spermií. K těm 
dochází během chlazení, vlivem poklesu teploty. K těmto účelům se využívá např. žloutek nebo 
odstředěné mléko, ale také komerčně vyráběná ředidla. Při vysokých dávkách ředidel může být 
udržena plodnost spermatu po dobu 3-5 dnů, při teplotě 10-21 °C. Následně plodnost klesá o 3-
6 % za den. K poklesu plodnosti dochází bez ohledu na to, zda je inseminační dávka skladována 
při 5 °C nebo při 15 °C. K zásadnímu poklesu dochází až při teplotách nad 25 °C (Yoshida 
2000). Pro udržení delší životaschopnosti spermií se k ředidlům přidávají antioxidanty. Při 
jejich použití dochází ke zlepšení motility a akrozomové integrity spermií. Pro tento účel se 
využívá kataláza, superoxiddismutáza, cytochrom c a glutathionperoxidáza (Maxwell & 
Stojanov 1996). Pozvolným chlazením dochází k zamezení poškození spermatu chladovým 
šokem. To může trvat klidně od 1,5 až do 4 hodin. V dřívějších studiích již bylo prokázáno, že 
při poklesu teploty rychlejší jak 0,55 °C/min, dochází ke zhoršení kvality kozlího spermatu. 
Inseminační dávky ve formě pejet lze chladit v programovatelné vodní lázni. Rychlost chlazení 
je -0,18 °C/min a dochází ke zchlazení spermatu z 20 °C na 4 °C. Při této teplotě, se inseminační 
dávky skladují až do použití při inseminaci (Moce et al. 2020). 
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U chlazených inseminační ch dávek je nej větším problémem doba, po kterou je dávka 
dostatečně oplozeníschopná. Zhruba po 12 hodinách dramaticky klesá plodnost u chlazených 
inseminačních dávek. Proto ve většině případů dochází k umělé inseminaci do 5-8 hodin od 
zpracování semene. To má však za následek problematickou distribuci inseminačních dávek 
k chovatelům. Zahraniční obchod s chlazenými inseminačními dávkami je takřka nemožný. 
Tím pádem dochází k omezení rozvoje šlechtitelských programů v chovu malých přežvýkavců. 
Možným řešením je chlazení inseminačních dávek až během jejich přepravy ke spotřebiteli. 
K postupnému chlazení dochází během distribuce. Tím dojde k prodloužení doby pro 
oplození schopnost, a proto lze dopravit inseminační dávky do vzdálenějších chovů (Iannuzzi 
et al. 2021). Chlazení během přepravy však může být komplikovanější a také nákladnější. 

3.5.5.2 Kryokonzervace 

Takzvaná kryokonzervace semene je důležitou součástí pro zlepšení genetického 
potenciálu jednotlivých plemen malých přežvýkavců. Běžně se však v praxi využívá spíše 
chlazených nebo čerstvých inseminačních dávek. Hlavním důvodem je nízké zabřezávání samic 
po aplikaci mraženého spermatu. Úspěšnost zabřeznutí po aplikaci čerstvého spermatu je o 
12,1 % vyšší, oproti mraženým a následně rozmraženým inseminačním dávkám (Konyali et al. 
2013). Zmrazením spermatu dochází k ultrastrukturálnímu, biochemickému a také funkčnímu 
poškození spermií. Následkem je snížení motility, životaschopnosti a plodnosti spermií 
(Colenbrander et al. 2003). 

Inseminační dávky se zamrazují buď v peletách nebo v pejetách. Ačkoli byly prokázány 
lepší výsledky životaschopnosti spermií a také plodnosti po rozmrazení dávek v peletách, je 
v praxi více využíváno inseminačních dávek v podobě pejet. A to i přes vyšší náročnost při 
jejich kryokonzervaci (Leboeuf et al. 2000). Dnes se ke skladování dávek využívá ve většině 
případů tekutého dusíku o teplotě -196 °C. Za pomoci takto extrémně nízké teploty lze docílit 
životaschopnosti spermií po neomezenou dobu. Salamon et al. (2004) uvádí, že i po 35 letech 
kryokonzervace spermatu berana, lze docílit oplodnění samice metodou intravaginální umělé 
inseminace. I tak však během zmrazení a rozmrazení doj de ke ztrátě plodnosti až u 50 % spermií 
(Lv et al. 2019). Nevýhodou tekutého dusíku je jeho relativně vysoká nákladnost a také 
nedostupnost v některých oblastech. Proto je v současné době snaha zlepšit techniku 
lyofilizace, při které není potřeba již hotové inseminační dávky dlouhodobě skladovat za 
pomoci tekutého dusíku. Zatím však nebyla potvrzena účinnost této alternativní metody na 
pokusech in vivo. Dalším způsobem, jak dlouhodobě uchovávat inseminační dávky, je mražení 
a následné skladování v ultramrazírnách. Teplota se v těchto zařízeních pohybuje okolo -157 
°C. Předběžné studie, které zkoumaly účinky toho způsobu kryokonzervace, přinesly poměrně 
slibné výsledky. Kvalita semene se po 2 měsících skladování v ultramrazírnách nepříliš lišila 
od kvality inseminačních dávek skladovaných běžným způsobem, za pomoci tekutého dusíku. 
Plodnost inseminačních dávek byla navíc prokázána i 6 měsíců po skladování 
v ultramrazírnách. Zatím však nebyly provedeny pokusy, které by prokázaly schopnost 
oplodnění samic těmito dávkami (Batista et al. 2009). 

Mražení v peletách probíhá na suchém ledu, který má teplotu -79 °C. Doba potřebná 
k zmrazení pelet je 2-4 minuty. Následně jsou dávky ponořeny do tekutého dusíku, ve kterém 
jsou dlouhodobě konzervovány. Tato metoda je rychlá a jednoduchá. Rychlost chlazení lze 
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regulovat objemem pelet (Leboeuf et al. 2000). Chlazené sperma vpejetách lze zmrazit za 
pomoci programovatelných mrazniček, s rychlostí mrazení -8 °C/min. Výhodou těchto zařízení 
je jednoduché ovlivnění rychlosti mrazení (Purdy 2006). K mrazení inseminační ch dávek 
v pejetách se používá také chladícího stojanu. Pejety jsou nejprve předmraženy v páře tekutého 
dusíku o teplotě mezi -75 °C a -125 °C. Nakonec jsou ponořeny přímo do tekutého dusíku a 
v něm uchovávány při teplotě -197 °C (Lv et al. 2019). Rychlost chlazení lze regulovat 
vzdáleností pejet od hladiny tekutého dusíku nebo objemem pejet. Leboeuf et al. (2000) uvádí 
následující postup kryokonzervace pejet v tekutém dusíku. Pejety jsou v horizontální poloze 
zavěšeny nad tekutým dusíkem, kde j sou ve výšce 4-5 cm nad hladinou mraženy parami dusíku 
po dobu 4 až 5 minut. Následnějsou pejety ponořeny do tekutého dusíku. Savvulidi et al. (2021) 
ve své práci uvádí několik mrazících křivek, vhodných pro kryokonzervaci inseminačních 
dávek berana. K minimálnímu poškození akrozomů došlo při zmrazení spermatu následujícím 
způsobem. Pejety byly nejprve 15 cm nad povrchem tekutého dusíku po dobu 3 minut. Následně 
9,5 cm nad tekutým dusíkem po dobu 2 minut. Poté 1 minutu ve výšce 5 cm nad hladinou 
tekutého dusíku a nakonec 2 minuty ve výšce 1,5 cm nad hladinou. 

3.5.5.3 Lyofilizace 

Lyofilizace je proces, při kterém dochází k dehydrataci spermatu, za pomoci mrazu. 
Takto upravené inseminační dávky by se daly uchovávat při pokojové teplotě, nebo 
v chladničkách. Oproti kryokonzervaci je však lyofilizace komplikovanější proces. Zahrnuje 
primární a sekundární vysoušení. Nejprve dochází k přeměně kapalné fáze na ledové krystalky. 
Poté se zmrzlá voda odpaří v podobě vodní páry ve vakuovém prostředí. V takto vysušeném 
vzorku stále zbývá 8-10 % vlhkosti. Následuje tedy sekundární sušení, kdy je nezmražená 
vázaná voda zahřívána v nej nižším vakuu, což způsobí přeměnu vázané vody na vodní páru 
(Lv et al. 2019). Prvním úspěchem v lyofilizaci spermatu nastal v roce 1998, kdy byly získány 
zdravé myši po inseminaci lyofilizovanými spermiemi. Během lyofilizace a rehydratace 
spermií dochází ke ztrátě jejich pohyblivosti. Musí být, proto použita technologie ICSI 
(intracytoplasmic spermatozoa injection), pomocí které dochází k zavedení lyofilizovaných 
spermií do oocytů (Wakayama & Yanagimachi 1998). Podle Olaciregui et al. (2017) se dají 
lyofilizovaní ovčí spermie uchovávat při teplotě 4 °C a při pokojové teplotě, po dobu 12 měsíců. 
Proces lyofilizace poškozuje spermie víc, než je tomu při běžné kryokonzervaci. Dochází 
k degradaci D N A a ke strukturálním abnormalitám chromozomů. Existují však procesy, které 
pomáhají zmírnit negativní účinky lyofilizace (Lv et al. 2019). Je ještě hodně prostoru pro 
zdokonalování metody lyofilizace savčích spermií. 

3.5.5.4 Vitrifikace 

Během kryokonzervace dochází k tvorbě krystalů ledu, které strukturálně poškozují 
spermie. Možným řešením je vitrifikace. Ta představuje přímou přeměnu roztoků z kapalného 
stavu do sklovitého stavu, bez tvorby intracelulárního ledu. V případě vitrifikace se využívá 
vysokých koncentrací kryoprotektiv a ultrarychlého zmrazení přímým ponořením do tekutého 
dusíku. Při vitrifikaci není nutné využívat vaječného žloutku ani glycerolu. Nevýhodou 
vitrifikace je počáteční křehkost vzorku a také cytotoxicita vysokých dávek kryoprotektiv. 
Během vitrifikace navíc spermie přichází o pohyblivost, v důsledku citlivosti na osmotické a 
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chemické změny. Řešením je technika ICSI. První vitrifikace byla provedena už v roce 1938 
na spermiích žáby. V tomto případě však byla prokázána téměř nulová přežitelnost spermií. 
V roce 2008 se podařilo získat malé množství životaschopných lidských spermií po vitrifikaci, 
s 65% progresivní motilitou. V oblasti reprodukce malých přežvýkavců zatím neexistuje 
dostatek zdrojů, týkajících se procesu vitrifikace. Některé experimentální pokusy vitrifikace už 
se však dají dohledat i v tomto odvětví. Vitrifikace má do budoucna velký potenciál, i když 
během této metody dochází k většinové nebo úplné ztrátě životaschopnosti spermií. Takto 
poškozené spermie mohou být nadále injektovány do oocytů za pomoci techniky ICSI 
(Jiménez-Rabadán et al. 2015; Lv et al. 2019). 

3.5.5.5 Reverzibilní inaktivace spermií 

Při této metodě dochází k možnosti uchování inseminační ch dávek při pokojové teplotě. 
První experimenty s inhibičním účinkem oxidu uhličitého na motilitu spermií byly provedeny 
už v roce 1924. IVT (Illini Variable Temperature) a C U E (Cornell University Extender) jsou 
ředidla používaná při konzervaci spermií nad bodem mrazu. (Salamon & Maxwell 2000). 
Smirnov & Postavnaja (1960) uvádějí, že při použití ředidla IVT byla po dobu 6-7 dnů 
zachována vysoká motilita a rezistence spermií, a to při teplotě 10 °C. K tomuto způsobu 
uchovávání spermatu chybí dostatek odborné literatury, a to zejména v oblasti chovu ovcí. 
Nalezené záznamy jsou spíše staršího vydání. Z toho lze usuzovat, že tento způsob konzervace 
není v praxi příliš využíván. 

3.5.6 Rozmrazení 

Inseminační dávky ve formě pejet se rozmrazují ve vodní lázni o teplotě 35-40 °C. Pelety 
s inseminační dávkou, se obvykle rozmrazují suchou formou ve skleněných zkumavkách, při 
teplotě 37 °C (Lv et al. 2019; Leboeuf et al. 2000). Dorado et al. (2007) uvádí rozmrazování 
inseminační ch dávek v pejetách po dobu 30sekund těsně před samotnou inseminací, za použití 
vodní lázně o teplotě 39 °C. Wakayama a Yanagimachi (1998) uvádí teplotu pro rozmrazení 
dávek v pejetách okolo 37 °C a dobu potřebnou pro rozmrazení v rozmezí 12-30 sekund. Bylo 
vyzkoušeno i více způsobů rozmrazování inseminačních dávek. Dříve bylo praktikováno také 
rozmrazování dávek při teplotě 5 °C po dobu 2 minut. To však nemělo takové parametry 
semene, jako dávky rozmrazené při teplotě 37 °C. Lepších výsledků, než při použití vodní lázně 
o teplotě 37 °C, bylo dosaženo rozmrazením dávek při teplotě 75 °C po dobu 10 s, respektive 
70 °C po dobu 7 s. Dále lze použít teplotu vodní lázně 40 °C a dobu rozmrazení 20 s (Wakayama 
& Yanagimachi 1998). Avšak v praxi je ve většině případů používána metoda klasického 
rozmrazování inseminačních dávek ve vodní lázni při teplotě 37 °C po dobu 30 s. Důvodem je 
jednodušší a rychlejší práce s inseminační dávkou v terénu a také nemožnost přehřát dávku a 
zničit tak ceněný genetický materiál (Leboeuf et al. 2000). 
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3.6 Ověření kvality inseminačních dávek In vivo 

3.6.1 Umělá inseminace 

Umělá inseminace v chovu malých přežvýkavců byla velkým pokrokem v řízení 
reprodukce. Nyní je hlavním nástrojem, pomocí kterého můžeme řídit programy genetického 
výběru ovcí. Hlavní předností inseminace je plnohodnotné využití genetického potenciálu 
žádaných plemeníků. Inseminace umožňuje kontrolu reprodukce, rychlejší testování potomků 
atím rychlejší genetický pokrok (Colenbrander et al. 2003). Další výhodou j e reprodukce mimo 
přirozené připouštěcí období s následným zvýšením ekonomiky chovu. Díky využití umělé 
inseminace dochází k mnohonásobnému nárůstu potomků po vynikajícím plemeníkovi, s 
žádaným genetickým materiálem. Další výhodu je produkce inseminačních dávek do mnoha 
chovů po celém světě, čímž dochází k rozšíření genetického materiálu bez rizika šíření 
pohlavních a dalších nákaz, ke kterým dochází při přirozené plemenitbe neprověřených jedinců. 
Příkladem šlechtitelského využití inseminace je chov ovcí v Austrálii, kde bylo při přirozené 
plemenitbe získáno 22 jehňat po jednom beranovi za rok. Při použití inseminace čerstvým 
spermatem se narodilo 500 jehňat po jednom beranovi za rok. Při použití mraženého spermatu, 
které bylo odebíráno po celý rok, při 9 odběrech týdně, získal chovatel od jednoho berana 12 
000 narozených jehňat (Kulovaná 2002). To je tedy hlavní výhodou inseminace prováděné u 
ovcí, kdy jsme schopni od jednoho plemeníka získat několikanásobně větší počet 
životaschopných potomků, což přirozená plemenitba neumožňuje. Jedním z nej důležitějších 
předností umělé inseminace, je pomoc při zachování genetické rozmanitosti původních plemen 
malých přežvýkavců. U těch došlo v posledních letech ke značnému poklesu, z důvodu chovu 
komerčních vysoce produktivních plemen, vzniklých za pomoci šlechtitelských technik (Lv et 
al. 2019). 

Díky vyššímu počtu oplodnění schopných samic narůstá i nárok na plodnost samců. To 
vede k rozvoji reprodukčních programů hlavně v oblasti umělé inseminace, i když se zatím 
zdaleka nedosáhlo potenciálu tohoto odvětví. Například ve Francii dochází k využití umělé 
inseminace zhruba u 10 % koz, chovaných na produkci mléka. Ve Španělsku se jedná pouze o 
1 % celkové populace. To má za následek pomalou reakci na práci šlechtitelských programů 
(Iannuzzi et al. 2021). 

3.6.2 Způsoby umělé inseminace 

3.6.2.1 Intravaginální inseminace 

Při této metodě se inseminační dávka vpravuj e do horní části poševní klenby. Inseminační 
pipetu zavádíme mírně zvednutou a dáváme přitom pozor, aby nedošlo k zasunutí pipety do 
močové trubice nebo perforaci stěny poševní (ZOOTECHNIKA.CZ. 2009; Cunát et al. 2013). 
Jedná se o nejjednodušší způsob inseminace. Při této metodě není vhodné použití mraženého 
spermatu a úspěšnost této metody je velmi variabilní (Schoenian 2019). Doporučený objem 
inseminační dávky pro úspěšnou inseminace je 0,3 - 0,5 ml. Počet pohyblivých spermií pak 
300 až 400 x io 6 (Macías et al. 2020). 
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3.6.2.2 Intracervikální inseminace 

Inseminační dávka se při této metodě aplikuje do děložního krčku, do hloubky asi 1-2 
cm, Cunát et al. (2013) uvádí 1,5 cm. K inseminaci se používá poševní zrcadlo, které se vsunuje 
10-13 cm hluboko do pochvy. Čím blíže k děloze je inseminační dávka aplikována, tím je větší 
šance pro zabřeznutí. Porodnost je při použití čerstvého nebo chlazeného spermatu přijatelná, 
avšak při použití mraženého spermatu se dosahuje nevyhovujících výsledků (Schoenian 2019). 
K efektivnějšímu použití cervikální metody inseminace byl vynalezen prostředek k 
jednoduššímu vpravování inseminační dávky do těla samice a k vyhnutí se retrográdnímu toku. 
Tento prostředek je označován jako DARIO a při jeho použití dochází k hlubokému ukládání 
inseminační dávky do děložního krčku ovcí. Za pomoci DARIO dochází k vyšší plodnosti. 
Potřebné množství inseminační dávky se pohybuje okolo 0,2 ml. Pohyblivých spermií pro 
zabřeznutí plemenice je pak za potřebí 400 x 106 v jedné inseminační dávce (Macías et al. 
2020). 

3.6.2.3 Transcervikální nitroděložní inseminace 

Inseminační dávka se při transcervikální nitroděložní inseminaci, bez použití 
laparoskopie, aplikuje za děložní krček, tedy až na okraj dělohy. Tento způsob vyžaduje použití 
poševního zrcadla a šikovnosti technika, který intrauterinní inseminaci provádí 
(ZOOTECHNIKA.CZ. 2009). Tento způsob je však možné využít zejména u koz. U ovcí je 
tato metoda komplikovaná, kvůli nemožnosti projít děložním krčkem, který je u ovcí přirozeně 
klikatější, a tedy hůře proniknutelný (Lv et al. 2019). Velkým rizikem je poranění děložního 
krčku při samotném úkonu, proto se dnes v praxi využívá spíše jiných způsobů umělé 
inseminace (Carneiro et al. 2019). Při této metodě je zapotřebí inseminačních dávek o objemu 
0,1 až 0,5 ml a počet pohyblivých spermií by měl být alespoň 60 x 106 (Macías et al. 2020). 

3.6.2.4 Intrauterinní laparoskopická inseminace 

Při laparoskopické inseminaci dochází k řekonání anatomických bariér reprodukčního 
ústrojí samice a k hlubokému intrauterinnímu uložení inseminační dávky. Úspěšnost 
laparoskopické inseminace je závislá hlavně na správné synchronizaci říje a na dokonalé 
znalosti fyziologie reprodukční soustavy samice. Při samotném úkonu může dojít k řadě 
komplikací, zejména kvůli nedostatečné přípravě samice, špatnému provedení, nebo kvůli 
nedostatečnému vybavení (Sathe 2018). Laparoskopickou inseminaci je doporučené provádět 
pod mírnou sedací. Po dokončení úkonu je žádoucí, aby ošetřená plemenice sama odešla a byla 
schopna okamžitě přijímat potravu. Při zákroku může dojít k ruptuře břišních orgánů, vzniku 
subkutánního emfyzému, peritonitidy, hematomu, intraabdominální adhezi nebo krvácení 
dělohy (Sathe 2018). 

Při intrauterinní laparoskopické inseminaci dochází k uložení spermatu přes stěnu břišní, 
přímo do děložních rohů. Tento zákrok je minimálně invazivní a trvá asi jen 2-5 minut. Sathe 
(2018) odhaduje délku úkonu na 10-15 minut i s přípravou. Míra zabřeznutí se při této metodě 
pohybuje od 50 do 80 % (Schoenian 2019). Průměrná inseminační dávka o objemu 0,05-
0,10 ml, potřebná k oplození jedné samice laparoskopickou metodou, obsahuje 20-25 milionů 
aktivních spermií. To je nízký počet ve srovnání s intravaginální a transcervikální inseminaci 
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(Cseh et al. 2012, Macías et al. 2020). Z jednoho odebraného a zmrazeného ejakulátu tak může 
být zapuštěno 50 až 100 plemenic (Sathe 2018). Důležitým faktorem pro úspěšnost této metody 
je výběr vhodných jedinců. Lepších výsledků se dosahuje u mladých ovcí, optimální tělesné 
kondice (Kenyon et al. 2004; Kleemann & Walker 2005). U zvířat, která byla inseminována při 
hodnotách BCS pod 2 a naopak nad 4, bylo pozorováno snížení míry březosti, díky menší 
životaschopnosti embryí. Doporučená tělesná kondice, ve které by se měli udržovat bahnice 
během období reprodukce, je 2,5-3 BCS (Abdel-Mageed 2009). Na zabřeznutí má vliv také 
stres, kterému vystavujeme samice před plánovanou inseminací. Podle McCappin & Murray 
(2011) klesla míra těhotenství u bahnic, které byly vystaveny 4 až 6 týdnů před inseminací 
stresu, vyvolanému manipulací se zvířaty a úkony spojenými s ošetřováním ovcí. 

Tento způsob inseminace je preferován zejména při použití zmrazeného spermatu, jelikož 
je plodnost kryokonzervovaných spermií cervikální metodou inseminace extrémně nízká 
(Salamon & Maxwell 1995). Kromě toho intrauterinní inseminace vykazuje vyšší zabřezávání 
než inseminace intracervikální také u spermatu čerstvého (Santos-Neto et al. 2015). McCappin 
a Murray (2011) uvádí, že 70 % bahnic zabřezlo po inseminací zmrazeným spermatem, zatím 
co po použití čerstvého spermatu došlo k březosti u 58 % testovaných ovcí. 

Z těchto důvodů je intrauterinní inseminace, prováděná pomocí laparoskopie, používána 
ve velkém množství ve spoustě zemí světa, přestože tato metoda vyžaduj e veterinární odbornost 
a je náročnější co se týče práce a vybavení, které je potřeba k tomuto úkonu. Tato metoda je 
také oproti ostatním způsobům inseminace cenově náročnější (Batista et al. 2009). I když bylo 
navrženo několik dalších alternativ, které by nahradily použití laparoskopie, tato technika je 
stále výchozí metodou pro dosažení vyšší míry zabřezávání u ovcí (Casali et al. 2017). 

3.7 Ověření kvality inseminačních dávek pomocí přístrojových metod 

3.7.1 CASA (computer assisted sperm analysis) 

3.7.1.1 Princip fungování 

Jedná se o automatický počítačový systém, který se skládá z kamery s vysokým 
rozlišením, mikroskopu s fázovým kontrastem, softwaru a hardwaru (Talarczyk-Desole et al. 
2017). Základním principem je získávání a analýza pořízených snímků, které zachycují pohyb 
hlavičky spermií. Snímky jsou následně převedeny do digitální podoby. Hlavním přínosem 
C A S A je pořizování informací souvisejících s kinematickými parametry spermatu. Systém 
dokáže hodnotit následující parametry: celkovou pohyblivost, progresivní pohyblivost, 
průměrnou rychlost dráhy, přímou rychlost, křivočarou rychlost, amplitudu laterálního posunu 
hlavičky, frekvenci křížení a linearitu (Bompart et al. 2018). Systém je také schopný získat 
přesné informace o koncentraci, životaschopnosti a morfologii spermií. 

Souřadnice spermií jsou určeny podle jádra hlavičky, anebo podle nejjasnějšího bodu, 
který se nachází na hlavičce spermie. Následně začne program vyhledávat souvislý obraz 
oblasti, ve které se hlavička spermie nachází. Touto oblastí je kruh s určeným poloměrem, což 
je maximální vzdálenost, kde se může spermie v určitém čase pohybovat. Poté dochází 
k výpočtu souřadnic trajektorie pohybu každé spermie. Je rekonstruován pohyb těchto spermií 
a následně jsou vypočteny jejich dynamické hodnoty (Lu et al. 2014). 
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3.7.1.2 Hodnocené parametry 

Parametry, které jsou získávány pomocí CAS A, a které jsou zkoumány v této práci jsou 
následující. Motilita spermií (MOT) je celková pohyblivost spermií. Progresivní pohyblivost 
(PROG) ukazuje pohyb spermie vpřed za hlavičkou. Křivočará rychlost (VCL) je průměrná 
rychlost dráhy hlavičky spermie podél její skutečné trajektorie. Přímočará rychlost (VSL) je 
průměrná rychlost dráhy měřená v přímce od začátku dráhy do jejího konce. Průměrná rychlost 
dráhy (VAP) je průměrná rychlost vyhlazené dráhy spermie. Rychlost průměrné dráhy (STR) 
je poměr mezi V S L a V A P . Linearita křivočaré dráhy (LESÍ) znázorňuje poměr mezi V S L a 
V C L (Bravo et al. 2011). 

Correia et al. (2021) ve své práci uvádí, že je sperma považováno za nepohyblivé, pokud 
je křivočará rychlost pod 10 um/s; pomalé, pokud je křivočará rychlost mezi 10 a 45 um/s; 
středně rychlé, pokud je mezi 45 a 75 um/s; a rychlé, pokud je nad 75 um/s. Jako progresivně 
pohyblivé spermie, jsou uváděny ty, které vykazují přímost pohybu nad 80 %. Inanc et al. 
(2019) hodnotil motilitu beraního spermatu při teplotě 37 °C a při lOnásobném zvětšení. 
Motilitu hodnotil jako rychlou (> 120 um/s), střední (> 90 um/s), pomalou (> 60 um/s) nebo 
statickou. 

Je důležité zdůraznit, že existuje několik systémů počítačové analýzy CASA, a jejich 
výsledky mezi sebou obvykle nelze hodnotit. Rychlost a počet snímků získaných za sekundu, 
mohou významně ovlivnit výsledky měření. Čím početnější je lokalizace hlavy spermií a čím 
nižší je interval mezi snímky, tím lepší je přesnost rekonstrukce trajektorie pohybu spermií. 
Použitá koncentrace spermií je dalším faktorem, ovlivňujícím výsledky CASA. Proto je 
důležité vzorky spermatu ředit, jelikož např. při koncentraci 100 x 106/ml, bylo zjištěno, že v 
některých případech nebyla C A S A schopna provést měření, kvůli vysokému překryvu spermií. 
Vzorky spermatu pro analýzu je dobré ředit na koncentraci 20><106/ml. K ředění vzorků pro 
analýzu C A S A lze využít různá média, jako je např. izotonický roztok NaCl, fosfátový pufr 
(PBS), nebo Bioexcell (Contri et al. 2010). 

3.7.2 Průtoková cytometrie 

Přesnou a objektivní metodou pro hodnocení spermatu je hodnocení pomocí průtokové 
cytometrie. Tato metoda umožňuje rychlé a zcela automatizované hodnocení velkého počtu 
spermií. Výhodou je schopnost oddělit cizorodé složky spermatu, které by mohli ovlivnit 
výsledek měření (Brito et al. 2016). K účelům průtokové cytometrie jsou používány přístroje 
jako je CytoFLEX, Epics V , nebo NovoCyte. 

Principem vyšetření je proudění spermií kolem zdroje laserového paprsku a jejich 
elektronická detekce pomocí rozptylu světla nebo fluorescence (Petrunkina & Harrison 2010). 
Pro lepší analýzu bývá koncentrace spermií v hodnoceném vzorku upravena na hodnotu 2 až 5 
x 106 spermií/ml. Vzorky jsou pak analyzovány pomocí softwaru průtokového cytometru (Pool 
et al. 2020). Výstupem ze softwaru j e mnohorozměrný graf, do kterého jsou zanesena všechna 
jednotlivá měření. Buňky jsou podle zjištěné vlastnosti rozděleny do skupin, které vytvářejí 
jednotlivé populace s podobnými znaky. 

Průtoková cytometrie je schopná analyzovat poměrně velké množství spermií za méně 
než 1 minutu (Christensen et al. 2004). Vlastnosti, které lze hodnotit, jsou celková 
životaschopnost, poškození plazmatické membrány, poškození akrozomů, nebo 
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mitochondriální aktivita. Životaschopné spermie jsou definovány jako buňky s intaktní 
plazmatickou membránou, intaktním akrozomem a vysokou mitochondriální aktivitou 
(Savvulidi et al. 2021). 

Životaschopnost spermií je hodnocena na základě integrity plazmatické membrány, kdy 
jsou buňky barveny přímo za pomoci barviva SYBR -14, které obarví pouze metabolický 
aktivní látky. SYBR-14 způsobuje, že jádra živých spermií fluoreskují jasně zelenou barvou 
(Garner et al. 1994; Vašíček et al. 2022) Poškození plazmatické membrány buněk je detekováno 
pomocí propidium jodidu, nebo 7-AAD (7-amino-aktinomycin-D). Výhodou 7-AAD je, že 
dokáže zabránit vzájemnému přehnání mezi oranžovou a zelenou fluorescencí (Perticarari et 
al. 2007). K hodnocení porušení akrozomu spermií se nejčastěji používají lektiny, především 
pak PNA, PSA nebo L C A . Dalším důležitým ukazatelem kvality spermatu je mitochondriální 
aktivita. Tu měříme za pomocí mitochondriálního membránového potenciálu, s použitím 
rhodaminu 123, JC-1 nebo MitoTrackeru (Vašíček et al. 2022). Propidium jodid způsobuje 
obarvení jader neživotaschopných spermií červenou barvou. Pro hodnocení poškození 
akrozomů se využívá barvivo P N A lectin a pro hodnocení mitochondriální aktivity M T R DR 
(MitoTracker Deep Red). 

K fluorescenci se využívají filtry jako je 515 nm filtr s dlouhým průchodem, 525 nm 
pásmový filtr pro detekci FITC-PNA nebo SYBR-14, 630 nm filtr s dlouhým průchodem pro 
detekci propidium jodidu (Purdy & Graham 2004; Purdy 2006). 
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4 Metodika 

4.1 Výběr hodnocených faktorů majících vliv na kvalitu spermatu 

Jelikož všichni plemeníci pocházeli z jednoho chovu, mohlo dojít k opomenutí vnějších 
faktorů, které by mohly mít vliv na kvalitu spermatu v průběhu procesu kryokonzervace. Stejně 
tak vliv plemene pro nás není rozhodujícím faktorem, neboť všichni plemeníci jsou jednoho 
plemene. 

Z interní chovatelské evidence byly od každého plemeníka zaznamenány informace o 
krevní linii, věku, četnosti vrhu, genotypu a živé hmotnosti ve 100 dnech věku. 

Byl nezávisle i souběžně sledován vliv faktorů na ukazatele spermatu před ekvilibrací, po 
ekvilibraci a po kryokonzervaci. Na základě průkaznosti byly vybrány vliv věku a vliv četnosti 
vrhu jako fixní faktory. 

4.2 Odebíraní plemeníci 

Ejakulát byl odebírán od šumavských beranů, chovaných na farmě Michlova Huť. Jedná 
se o malou obec, která je součástí města Vimperk v okrese Prachatice, v Jihočeském kraji. 
Místo chovu se nachází v nadmořské výšce 945 m n. m. 

Chov má uzavřený obrat stáda, což znamená, že jsou plemeníci do chovu vybíraní 
z vlastních beránků, kteří však podléhají přísné selekci. Berani jsou chováni všichni společně 
ve skupinovém kotci v ovčíně, s trvalým venkovním výběhem. Výživa je zajištěna kvalitním 
senem předkládaným ad libitně po celý rok. Ke krmení se dále využívá senáž a jádro (oves). 
Do krmiva jsou přidávány minerální doplňky. Dále je plemeníkům k dispozici ad libitně solný 
liz a čerstvá nezávadná voda. Veškeré komponenty pro chov musí pocházet z ekologického 
zemědělství, jelikož chov funguje v ekologickém režimu. 

Jedná se o zdravé jedince bez známek onemocnění, kteří jsou každoročně podrobeni 
zdravotním testům. 

Reprodukce je v chovu obstarávána přirozeným připouštěním tzv z ruky, kdy se ovce 
v období říje přivede k vybranému plemeníkovy, který následně zajistí její zapuštění. 

4.3 Odběr ejakulátu a zpracování 

Odběry ejakulátu plemeníků byly uskutečněny 14.6.2022. K odběru ejakulátu byla 
využita metoda odběru do umělé vagíny (Minitub GmbH, Tiefenbach, Německo). Teplota vody 
použitá v mezistěně umělé vagíny byla vytemperována na teplotu 38°C. Pro sběr ejakulátu byl 
využit jednorázový sběrač (latexový prezervativ), jehož vnitřní část byla vymazána vazelínou, 
která sloužila jako lubrikační látka. 

Odebíraný plemeník byl přiveden k samici, která sloužila jako tzv atrapa. Následně došlo 
k nastimulování samce, za přítomnosti ovce. Po naskočení plemeníka na samici došlo 
k odklonění penisu samce do předem připravené umělé vagíny. Po ukončení ejakulace, která 
trvá pár sekund, došlo k optické kontrole odebraného množství ejakulátu a k dezinfekci 
předkožky berana. Tento postup byl aplikován u všech plemeníků. 
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Ihned po odběru byl na místě ejakulát naředěn v poměru 1:1 (ejakulát: ředidlo) ředidlem 
OptiXcell, od společnosti IMV Technologies, L'Aigle, Francie. Ředidlo bylo vytemperováno 
na teplotu 38°C. Po naředění byly vzorky spermatu zchlazeny na teplotu 7 °C a při této teplotě 
byly převezeny v přenosném automatickém chladícím boxu do laboratoře. 

4.4 Vyšetření spermatu před ekvilibrací 

V laboratoři proběhlo vyšetření spermatu před ekvilibrací za pomoci mobilní počítačově 
asistované analázy spermií (mCASA - model iSperm, Aidmics Biotechnology Co., LTD, 
Taipei City, Taiwan). Práce se spermatem a samotné vyšetření probíhalo při pokojové teplotě, 
na výhřevné desce, nastavené na teplotu 38 °C. 

Jako první byla provedena analýza vzorků na kalibrovaném spektrofotometru (Genesys 
10S Vis, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), abychom zjistili 
koncentraci spermií ve spermatu. V případě potřeby došlo k naředění spermatu na požadovanou 
finální koncentraci cca 200 mil. spermií/ml spermatu. 

Pro správné vyhodnocení mCASA musel být vzorek naředěn příslušným ředidlem na 
koncentraci 20 mil. spermií/ml. Následně bylo přeneseno množství vzorku o objemu 7 ul na 
jednorázovou analyzační komůrku, která byla upevněna na čočku přístroje. Nakonec došlo 
k hodnocení vzorku spermatu za pomoci softwaru mCASA přednastaveného pro analýzu 
beraního spermatu. 

4.5 Příprava vzorků pro kryokonzervaci a ekvilibrace 

Naředěný ejakulát v poměru 1:3 (ejakulát : optiXcell) byl plněn do pejet o objemu 0,25 
ml, které byly následně uzavřeny polyvinyl alkoholem - P V A (IMV Technologies, L'Aigle, 
Francie). Následně byly všechny pejety přeneseny na nerezový stojan, se kterým byly vloženy 
do chladničky nastavené na teplotu 4 °C. Při této teplotě došlo k ekvilibrací, která probíhala 
přes noc (cca. 12 hodin). 

4.6 Vyšetření spermatu po ekvilibrací 

Po ekvilibrací bylo sperma hodnoceno za pomoci mCASA (model iSperm, Aidmics 
Biotechnology Co., LTD, Taipei City, Taiwan) a průtokové cytometrie. Vyšetření spermatu 
pomocí mCASA probíhalo totožným způsobem, který je popsán v kapitole 4.3. 

Hodnocení spermatu za pomoci průtokové cytometrie probíhalo na přístroji NovoCyte 
3000, (Acea Biosciences, Agilent, Santa Clara, California, USA), vybaveném lasery 
emitujícími fialové (405 nm), modré (488 nm) a červené (640 nm) záření. Vzorek spermatu byl 
obarven pomocí fluorescenčních barviv Hoechst-33342 (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, 
USA) o finální koncentraci 10 ug/ mL, PI (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) o finální 
koncentraci 8 ug/ mL, PNA-FITC (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) 
o finální koncentraci 0,5 ug/ mL a fluorescenčním barvivem MitoTracker Deep Red (Sigma 
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) o finální koncentraci 80 nM. Pro sběr a anlýzu dat byl použit 
software NovoExpress 1.3.0 (Acea Biosciences, Aglient, Santa Clara, California, USA). Pro 
eliminaci signálu nespermatických částic bylo využito vlastností barviva Hoechst-33342 a 
parametrů SF (forward scatter) a SSC (side scatter). 
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Za pomoci průtokového cytometru byly sledovány následující vlastnosti spermatu. 
Celková životaschopnost buněk za pomoci Hoechst-33342+/PI-/PNA-FITC-/MitoTracker 
Deep Red+, procento buněk s poškozenou plazmatickou membránou díky barvivu propidium 
jodid, buňky s poškozeným akrozomem pomocí barviva PNA-FITC a mitochondriální aktivita 
buněk za pomoci MitoTracker Deep Red. 

Graf 1 Gatovací strategie průtokové cytometrie pro určení životaschopných spermií 

1 0 4 7 i o 5 106 I 0 6 5 10 110 ; 10' 10" 105 10* 10-' 10=* io5 10* io5 10" 10" 10> I04 I05 10* 10*" 
FSC H-342 PNA-FITC PI 

Částice obsažené ve vzorku byly nejprve identifikovány pomocí bočního rozptylu SSC a předního 
rozptylu FSC. Pro určení obsahu DNA byly buňky identifikovány barvením Hoechst-33342 (H-342). 
Neporušenost plazmatické membrány byla u spermií hodnocena na základě intenzity signálu propidium 
jodidu (PI). PNA lektin (PNA-FITC) byl využit pro hodnocení celistvosti akrozomu. Spermie pozitivní i 
na Mi to Tracker Deep Red (MTR DR) byly považovány za životaschopné (Sawulidi et al, 2021) 

4.7 Mrazení vzorků 

Mrazení pejet pro následné dlouhodobé uchování, probíhalo nad parami tekutého dusíku. 
K mrazení inseminační ch dávek byl použit polystyrénový mobilní mrazící box od firmy Animal 
Reproduction Systems, Inc., Chino, C A , USA. Stojan s pejetamy byl do mrazícího zařízení 
umístěn tak, aby se pejety nacházely 5 cm nad hladinou tekutého dusíku. Doba, kterou pejety 
strávily v této pozici, byla 10 minut. Následně došlo ke kompletnímu ponoření pejet pod 
hladinu tekutého dusíku a došlo tak k úplnému zmražení inseminačních dávek, které se 
následně přendaly do goblet a uchovávaly v kontejneru s tekutým dusíkem. 

4.8 Vyšetření spermatu po rozmrazení 

Inseminační dávky byly uchovávány v tekutém dusíku po dobu minimálně 15dnů a 
následně byly vyndány o rozmraženy. K rozmrazení byla použitá technika vodní lázně, kdy se 
pejety ponořily do vody o teplotě 38 °C na dobu 1 minuty. Po rozmražení dávek došlo 
k následné inkubaci v termostatu při teplotě 38 °C, po dobu 1 hodiny. 

Následně došlo k vyšetření spermatu za pomoci mCASA a průtokového cytometru. 
Postupy vyšetření byly stejné jako u vyšetření před kryokonzervací. Postup vyšetření je popsán 
v kapitole 4.3 a 4.5. 
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5 Statistická analýza dat 
Veškeré statistické analýzy byly provedeny za pomoci statistického programu SAS 9.4 

(SAS/STAT, 2011). Statistické soubory dat z mCASA a průtokové cytometrie byly 
vyhodnoceny pomocí procedury G L M (generalized linear model). 

Za tímto účelem byly berani rozděleni podle dvou kritérií, a to podle věku plemeníků a 
četnosti vrhu, ze kterých plemeníci pocházejí. Za účelem zjištění souvislosti mezi věkem 
plemeníka a kvalitou spermatu během fází kryokonzervace, byly plemeníci rozděleni do čtyř 
skupin: 1,5 let, 2,5 let, 3,5 leta4,5 létavice. Pro účel zjištění souvislosti mezi kvalitou spermatu 
a četností vrhu plemeníka, byly berani rozděleni do dvou skupin: 1 (jedináček) a 2 (2 mláďata 
ve vrhu). 

Modelová rovnice pro jednotlivé ukazatele 

Y i j k = J L L + Věk-i + ČV-j + b*konc. + e-ijk 

• Yijk = závisle proměnná mCASA a průtokové cytometrie (procento buněk vykazujících 
celkovou motilitu, procento buněk s progresivním pohybem, průměrná rychlost dráhy 
buněk, křivočará rychlost buněk, lineární rychlost buněk, procento buněk s lineárním 
pohybem, procento buněk s přímým pohybem; procento buněk s nepoškozenou 
plazmatickou membránou a akrozomem (oplozeníschopné buňky, procento buněk 
s poškozenou plazmatickou membránou, procento buněk s poškozenou plazmatickou 
membránou a akrozomem, procento buněk s poškozeným akrozomem, procento buněk 
s mitochondriálním membránovým potenciálem) 

• u = obecná hodnota závisle proměnné 
• Věk; = fixní efekt i-tého věku plemeníka (i = 1,5 roku, n = 20; i = 2,5 roku, n = 36; i = 

3,5 roku, n = 12; i = 4,5 roku, n = 16) 
• Cvj = fixní efekt j-té četnosti vrhu (j = plemeníci pocházející z jedináčků, n = 32; j = 

plemeníci pocházející z dvojčat, n = 52) 
• b*konc. = lineární regrese na koncentraci spermií v inseminační dávce (rozmezí) 
• eijk = zbytková chyba 

Statistické rozdíly mezi jednotlivými hodnotami nejmenších čtverců (LSM) byly 
hodnoceny za pomoci Tukei - Kramerova testu, a to na hladině významnosti P <0,05. 

23 



6 Výsledky 

6.1 Výsledky CASA 

6.1.1 Základní statistické údaje - CASA 

V tabulce č. 3 jsou znázorněny základní statistické údaje z mCASA. Jedná se o hodnoty 
změřené před ekvilibrací, po ekvilibrací a po rozmrazení inseminačních dávek, tedy po 
kryokonzervaci. Ukazatelé, které nás zajímali pro vyhodnocení celkové kvality spermií za 
pomoci mCASA byli: celková motilita, progresivní pohyb, průměrná rychlost dráhy, křivočará 
rychlost, lineární rychlost, linearita a přímost. Tabulka uvádí pro jednotlivé ukazatele 
aritmetický průměr, směrodatnou odchylku, minimální hodnotu a maximální hodnotu. 

Z výsledků je patrné, že během zpracování spermatu rapidně poklesla jeho kvalita, a tedy 
i oplozeníschopnost. Od čerstvého spermatu před ekvilibrací, se během procesu 
kryokonzervace až téměř 5krát snížila celková motilita a až skoro 6krát procento progresivního 
pohybu spermií. 

Tabulka 3 Základní statistické charakteristiky - CASA 

Varianta Ukazatel Četnost Aritmetický 
průměr 

Směrodatná 
odchylka Minimum Maximum 

M O T 84 67,55 13,60 23,60 92,80 
PROG 84 45,79 13,29 10,11 78,29 

Před 
ekvilibrací 

V A P 84 116,40 15,96 73,94 155,29 Před 
ekvilibrací V C L 84 147,27 14,85 95,42 177,07 Před 
ekvilibrací V S L 84 95.63 19,76 49,34 144,51 

LIN 84 77,84 7,60 51,65 95,42 
STR 84 63,33 10,70 35,54 91,81 

M O T 84 40,43 17,14 2,56 76,56 
PROG 83 20,50 11,71 2,00 48,72 
V A P 84 94,69 13,34 61,46 152,81 

Po ekvilibraci V C L 84 141,07 23,16 73,39 214,76 
V S L 84 64,45 13,21 37,39 125,86 
LIN 84 67,14 9,40 44,37 90,48 
STR 84 49,41 10,34 25,49 79,08 

M O T 84 14,03 11,08 0,00 41,52 
PROG 83 7,78 6,69 0,00 24,37 

Po 
kryokonzervaci 

V A P 84 83,03 27,06 0,00 146,48 
Po 

kryokonzervaci V C L 84 111,50 32,13 0,00 222,23 Po 
kryokonzervaci V S L 84 64,37 27,80 37,39 125,86 

LIN 84 70,99 19,39 44,37 90,48 
STR 84 55,38 18,12 25,49 79,08 

Zkratky: MOT (%) - motilita, PROG (%) - progresivní pohyb, VAP (um/s) - průměrná rychlost dráhy, 
VCL (um/s) - křivočará rychlost, VSL (um/s) - lineární rychlost, LIN (%) - linearita, STR (%) - přímost 
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6.1.2 CASA před ekvilibrací 

6.1.2.1 Popis modelu 

Použitý model vysvětloval následující proměnlivost ukazatelů: M O T z 39,8 %, PROG 
z 42,1 %, V A P z 23,4 %, V C L z 4,1 %, V S L z 32,8 %, L IN z 38,3 % a STR z 44,9 %. Většina 
ukazatelů byla různou mírou statisticky průkazná (P <0,05), až na ukazatel V C L (P >0,05). 
V modelové rovnici nebyl statisticky prokázán vliv věku plemeníka na V C L . Dále nebyl 
statisticky prokázán vliv četnosti vrhu plemeníka na motilitu, V A P a V C L . Koncentrace spermií 
ve vzorku mohla mít vliv na zkreslení výsledků u motility (P <0,001) a progresivity pohybu 
(P <0,05). 

Tabulka 4 Popis modelu - CASA před ekvilibrací 
R2 P-model Věk Četnost vrhu b*konc. 

MOT 0,398 **** **** n.s. **** 
PROG 0,421 **** **** * * 
VAP 0,234 *** *** n.s. n.s. 
VCL 0,041 n.s. n.s. n.s. n.s. 
VSL 0,328 **** **** * n.s. 
LIN 0,383 **** **** * n.s. 
STR 0,449 **** **** *** n.s. 

Zkratky: R 2 - koeficient determinace, Věk - stáří plemeníka při odběru ejakulátu, Četnost vrhu - počet 
mláďat ve vrhu, ze kterého plemeník pochází, b*CONC - koncentrace spermií ve vzorku, MOT -
motilita, PROG - progresivní pohyb, VAP - průměrná rychlost dráhy, VCL - křivočará rychlost, VSL -
lineární rychlost, LIN - linearita, STR - přímost 
Míra významnosti: n.s. - not significant (nevýznamné) = (P >0,05), * = (P <0,05), ** = (P <0,01), 
*** = (p <0,001), **** = (P <0,0001) 

6.1.2.2 Vliv věku plemeníka na parametry spermatu před ekvilibrací 

Byly shledány statisticky významné rozdíly parametrů spermatu, v závislosti na věku 
plemeníků před ekvilibrací. 

Jak je patrné z tabulky č. 5, nejvyšších hodnot celkové motility spermií před ekvilibrací 
vykazovali plemeníci ve věku 2,5 a 3,5 let, mezi kterými nebyl prokázán statisticky významný 
rozdíl. Ten byl prokázán s plemeníky ve věku 1,5 a 4,5 roku, kteří měli horší motilitu spermatu 
zhruba o 14 %. 

Hodnota progresivního pohybu spermií byla přijatelná pro skupiny plemeníků ve věku 
2,5, 3,5 a 4,5 let. Hodnoty těchto plemeníků se statisticky významně lišily s plemeníky 1,5 roku 
starými, u kterých bylo procento pro progresivní pohyb nej horší. 

Průměrná rychlost dráhy (VAP) byla nejlepší u spermií plemeníků starých 4,5 roku, i 
když se tato hodnota významně nelišila s hodnotou plemeníků starých 2,5 roku. 

Statisticky nejlepší lineární rychlost spermií (VSL) byla prokázána u plemeníků ve věku 
4,5 let. Tito plemeníci vykazovali nej lepších hodnot také pro parametry linearity (LIN) a 
přímosti (STR). Naopak u plemeníků starých 1,5 a 3,5 roku byl patrný nejhorší výsledek pro 
tyto parametry, i když nebyl v některých případech podložen statistickou významností s jinými 
skupinami. 
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Tabulka 5 Vliv věku plemeníka na parametry spermatu před ekvilibrací - CAS A (LSM± 
SEM)  

Skupina Věk 
(roky) 

MOT 
(%) 

PROG 
(%) 

VAP 
(um/s) 

VCL 
(um/s) 

VSL 
(um/s) 

LIN 
(%) 

STR 
(%) 

1(n=20) 1,5 
58,48 

± 2,56a 

30,94 
± 2,45 a 

104,82 
± 3,39 a 

143,57 
± 3,53 a 

80,28 
± 3,93 a 

71,28 
± 1,45 a 

54,32 
± 1,93 a 

2(n=36) 2,5 74,07 
± 1,91 b 

51,71 
± 1,83 b 

117,63 
± 2,53 b c 

148,08 
± 2,64a 

96,99 
± 2,94 b 

78,34 
± 1,08 b 

63,80 
± 1,44 b 

3(n=12) 3,5 
71,52 

± 3,17 b 

43,10 
± 3,04 b 

109,77 
± 4,20 a b 

152,20 
± 4,37 a 

83,66 
± 4,87 a b 

73,54 
± 1,80ab 

54,52 
± 2,39 a 

4(n=16) 4,5 59,28 
± 2,88 a 

49,22 
± 2,76 b 

128,91 
± 3,82 c 

147,61 
± 3,98 a 

114,80 
± 4,43 c 

86,00 
± 1,63 c 

75,63 
±2,1 c 

Zkratky: MOT - motilita, PROG - progresivní pohyb, VAP - průměrná rychlost dráhy, VCL -
křivočará rychlost, VSL - lineární rychlost, LIN - linearita, STR - přímost 
a-c = rozdílná písmena ve sloupcích potvrzují statisticky významné rozdíly (P <0,05) 

6.1.2.3 Vliv četnsoti vrhu na parametry spermatu před ekvilibrací 

Na parametr motility, V A P a V C L nebyl prokázán vliv faktoru četnosti vrhu. Progresivní 
pohyb spermií byl statisticky prokazatelně lepší u plemeníků, kteří pochází z dvojčat, s 
rozdílem 6,12 %. Plemeníci z vícečetných vrhů vykazovali lepších hodnot také pro parametry 
V S L s rozdílem 9,52 um/s, L IN s rozdílem 3,46 % a STR s rozdílem 7,19 %. 

Tabulka 6 Vliv četnosti vrhu plemeníka na parametry spermatu před ekvilibrací - CASA 
(LSM± SEM) 

Četnost 
vrhu (ks) 

MOT 
(%) 

PROG 
(%) 

VAP 
(um/s) 

VCL 
(um/s) 

VSL 
(um/s) LIN (%) STR(%) 

1(n=32) 64,28 
± 2,05 a 

40,68 
± 1,96a 

111,92 
± 2,71 a 

148,84 
± 2,82 a 

89,17 
±3 ,14 a 

75,56 
± 1,16" 

58,47 
± 1,54 a 

2(n=52) 67,40 46,80 118,64 146,89 98,69 79,02 65,66 2(n=52) 
± 1,70 a ± 1,63 b ± 2,25 a ± 2,35 a ± 2,61 b ± 0,96 b ± 1,28 b 

Zkratky: MOT - motilita, PROG - progresivní pohyb, VAP - průměrná rychlost dráhy, VCL -
křivočará rychlost, VSL - lineární rychlost, LIN - linearita, STR - přímost 
a, b = rozdílná písmena ve sloupcích potvrzují statisticky významné rozdíly (P <0,05) 
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6.1.3 CASA po ekvilibraci 

6.1.3.1 Popis modelu 

Použitý model vysvětloval následující proměnlivost ukazatelů: M O T z 5,8 %, PROG 
z 11,1 %, V A P z 14,5 %, V C L z 15,3 %, V S L z 11,2 %, LESÍ z 13,8 % a STR z 26,2 %. Různá 
míra průkaznosti modelu byla dosažena u parametrů V A P , V C L , LESÍ a STR. V případě MOT, 
PROG a V S L nebyl model průkazný. V modelové rovnici byl statisticky prokázán vliv věku 
plemeníka na V C L , VSL, LESÍ a STR. Naopak nebyl prokázán vliv věku plemeníka na MOT, 
PROG a V A P . Vliv četnosti vrhu nebyl statisticky prokázán pro žádný ukazatel spermatu. Vliv 
koncentrace spermií ve vzorku byl prokázán pouze pro ukazatel V A P . 

Tabulka 7 Popis modelu - CASA po ekvilibraci 
R2 P-model Věk Četnost vrhu b*konc. 

MOT 0,058 n.s. n.s. n.s. n.s. 
PROG 0,111 n.s. n.s. n.s. n.s. 
VAP 0,145 * n.s. n.s. * 
VCL 0,153 * * n.s. n.s. 
VSL 0,112 n.s. * n.s. n.s. 
LIN 0,138 * * n.s. n.s. 
STR 0,262 *** **** n.s. n.s. 

Zkratky: R 2 - koeficient determinace, Věk - stáří plemeníka při odběru ejakulátu, Četnost vrhu - počet 
mláďat ve vrhu, ze kterého plemeník pochází, b*CONC - koncentrace spermií ve vzorku, MOT -
motilita, PROG - progresivní pohyb, VAP - průměrná rychlost dráhy, VCL - křivočará rychlost, VSL -
lineární rychlost, LIN - linearita, STR - přímost 
Míra významnosti: n.s. - not significant (nevýznamné) = (P >0,05), * = (P <0,05), ** = (P <0,01), *** = 
(P <0,001), **** = (P <0,0001) 

6.1.3.2 Vliv věku plemeníka na parametry spermatu po ekvilibraci 

Hodnocení parametrů za pomoci mCASA, v souvislosti s vlivem věku plemeníka na 
hodnocené parametry, přineslo následující výsledky, které jsou zaznamenány níže, v tabulce č. 
8. 

Na motilitu spermatu, PROG a V A P neměl faktor věku plemeníka prokazatelný vliv. 
Nej vyšší hodnotu křivočaré rychlosti spermií měli plemeníci staří 3,5 roku, i když se 

významně nelišili s plemeníky ve věku 4,5 a 1,5 roku. 
Procento linearity (LESÍ) dosáhlo podobných výsledků u všech skupin. Pouze mezi 

skupinami plemeníků ve věku 1,5 a 2,5 let, byl sledován statistický rozdíl ve prospěch starších 
plemeníků (rozdíl 7,54 %). Tato věková kategorie plemeníků pak dosahovala nejlepších 
výsledků také pro ukazatel přímosti (STR). 
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Tabulka 8 Vliv věku plemeníka na parametry spermatu po ekvilibraci - CASA (LSM ± SEM) 

Skupina Věk 
(roky) 

MOT 
(%) 

PROG 
(%) 

VAP 
(um/s) 

VCL 
(um/s) 

VSL 
(jim/s) 

LIN 
(%) 

STR 
(%) 

1(n=20) 1,5 
40,09 

± 4,04 a 

17,05 
± 2,68 a 

89,57 
± 2,99 a 

142,75 
±5 ,17 a b 

57,46 
± 3,02 a 

63,35 
±2 ,12 a 

43,70 
± 2,28 a 

2(n=36) 2,5 42,76 
± 3,02 a 

24,52 
± 2,02 a 

94,66 
± 2,24 a b 

133,74 
± 3,86a 

67,84 
± 2,26 b 

70,89 
± 1,58 b 

55,53 
± 1,70 b 

3(n=12) 3,5 
35,40 

± 5,00a 

15,89 
± 3,32a 

102,21 
± 3,71 b 

158,93 
± 6,41 b 

66,35 
± 3,74 a b 

64,47 
± 2,63 a b 

44,77 
± 3,83 a 

4(n=16) 4,5 41,38 
± 4,55 a 

19,95 
± 3,02a 

93,49 
± 3,37 a b 

143,71 
± 5,83 a b 

62,55 
± 3,40a b 

65,04 
± 2,39 a b 

45,04 
± 2,57 a 

Zkratky: MOT - motilita, PROG - progresivní pohyb, VAP - průměrná rychlost dráhy, VCL -
křivočará rychlost, VSL - lineární rychlost, LIN - linearita, STR - přímost 
a, b = rozdílná písmena ve sloupcích potvrzují statisticky významné rozdíly (P <0,05) 

6.1.3.3 Vliv četnosti vrhu na parametry spermatu po ekvilibraci 

Nebyl prokázán statisticky významný vliv četnosti vrhu plemeníka na parametry 
spermatu získané za pomoci mCASA po ekvilibraci. 

Tabulka 9 Vliv četnosti vrhu plemeníka na parametry spermatu po ekvilibraci - CASA (LSM 
±SEM) 

Četnost 
vrhu (ks) 

MOT 
(%) 

PROG 
(%) 

VAP 
(um/s) 

VCL 
(jim/s) 

VSL 
(jim/s) LIN (%) STR(%) 

1(n=32) 41,51 19,77 93,34 146,08 62,28 65,60 46,29 1(n=32) 
± 3,23 a ±2,14 a ± 2,39 a ± 4 , 1 3 a ± 2,41 a ± 1,69 a ± 1,82a 

2(n=52) 38,30 
± 2,68 a 

18,94 
± 1,79 a 

96,62 
± 1,99 a 

143,49 
± 3,44 a 

64,82 
± 2,01 a 

66,27 
± 1,41a 

48,23 
± 1,52a 

Zkratky: MOT - motilita, PROG - progresivní pohyb, VAP - průměrná rychlost dráhy, VCL - křivočará 
rychlost, VSL - lineární rychlost, LIN - linearita, STR - přímost 
a, b = rozdílná písmena ve sloupcích potvrzují statisticky významné rozdíly (P <0,05) 
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6.1.4 CASA po kryokonzervaci 

6.1.4.1 Popis modelu 

Použitý model vysvětloval následující proměnlivost ukazatelů: MOT z 35,2 %, PROG 
z 17,7 %, V A P z 18,7 %, V C L z 17,3 %, V S L z 24,5 %, LIN z 14,7 % a STR z 14,9 %. 
Průkaznost modelu byla různou mírou dosažena u všech ukazatelů. V modelové rovnici byl 
prokázán vliv věku plemeníka a vliv četnosti vrhu plemeníka pouze na parametry motility a 
progresivního pohybu. Vliv koncentrace spermatu v inseminační dávce na výsledky měření byl 
prokázán pro parametry V A P , V C L , VSL, L I N a STR. 

Tabulka 10 Popis modelu - CASA po kryokonzervaci 
R2 P-model Věk 

5 

Četnost vrhu b*konc. 
MOT 0,352 **** **** * n.s. 

PROG 0,177 ** * * n.s. 
VAP 0,187 ## n.s. n.s. *** 
VCL 0,173 * n.s. n.s. *** 
VSL 0,245 *** n.s. n.s. **** 
LIN 0,147 * n.s. n.s. ** 
STR 0,149 * n.s. n.s. ## 

Zkratky: R 2 - koeficient determinace, Věk - stáří plemeníka při odběru ejakulátu, Četnost vrhu - počet 
mláďat ve vrhu, ze kterého plemeník pochází, b*CONC - koncentrace spermií ve vzorku, MOT -
motilita, PROG - progresivní pohyb, VAP - průměrná rychlost dráhy, VCL - křivočará rychlost, VSL -
lineární rychlost, LIN - linearita, STR - přímost 
Míra významnosti: n.s. - not significant (nevýznamné) = (P >0,05), * = (P <0,05), ** = (P <0,01), *** = 
(P <0,001), **** = (P <0,0001) 

6.1.4.2 Vliv věku plemeníka na parametry spermatu po kryokonzervaci 

Vliv věku plemeníka, na hodnocené parametry spermatu po kryokonzervaci, byl prokázán 
pro ukazatele motility a progresi vity pohybu. 

Z tabulky č. 11 je patrné, že lepších výsledků motility spermatu dosahovali plemeníci 
staří 3,5 a 4,5 roku s tím, že nejlepší výsledky měli plemeníci ve věku 4,5 let (23,46 ± 2,44 %). 
Nejhorší motilitu spermatu pak měli plemeníci staří 2,5 let (7,27 ± 1,62 %), i když se hodnota 
nijak významně nelišila s hodnotou plemeníků ve věku 1,5 roku (12,98 ± 2,17 %). 

Progresivita pohybu spermií byla opět nejlepší u plemeníků ve stáří 4,5 roku, tato hodnota 
se však statisticky významně nelišila s hodnotami plemeníků ve věku 1,5 a 3,5 roku. Nejhorší 
procento progresivity pohybu spermií měla skupina plemeníků ve věku 2,5 let, avšak tento 
výsledek se statisticky lišil pouze s plemeníky ve věku 4,5 let, s rozdílem 6,24 %. 
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Tabulka 11 Vliv věku plemeníka na parametry spermatu po kryokonzervaci - CAS A (LSM± 
SEM)  

Skupina Věk MOT PROG VAP VCL VSL LIN STR Skupina (roky) (%) (%) (um/s) (um/s) (um/s) (%) (%) 

1 (n=20) 1,5 
12,98 

± 2,17 a c 

6,45 
± 1,48 a b 

88,05 
± 5,92a 

112,05 
± 7,09 a 

69,25 
± 5,86a 

76,28 
± 4,35 a 

61,61 
± 4,06a 

2 (n=36) 2,5 7,27 
± 1,62 c 

5,01 
± 1,10a 

78,26 
± 4,42 a 

103,79 
±5 ,30 a 

62,52 
±4 ,38 a 

67,99 
± 3,25 a 

54,02 
± 3,03 a 

3 (n=12) 3,5 18,90 
± 2,68 a b 

10,64 
± 1,92ab 

84,92 
± 7,34 a 

112,31 
± 8,79 a 

63,36 
± 7,26 a 

74,70 
±5 ,39 a 

58,44 
± 5,03 a 

4 (n=16) 4,5 23,46 
± 2,44 b 

11,25 
± 1,66b 

84,57 
± 6,67 a 

122,98 
± 7,99 a 

61,51 
± 6 , 6 1 a 

70,06 
± 4,90a 

51,12 
± 4,57 a 

Zkratky: MOT - motilita, PROG - progresivní pohyb, VAP - průměrná rychlost dráhy, VCL -
křivočará rychlost, VSL - lineární rychlost, LIN - linearita, STR - přímost 
a-c = rozdílná písmena ve sloupcích potvrzují statisticky významné rozdíly (P <0,05) 

6.1.4.3 Vliv četnosti vrhu na parametry spermatu po kryokonzervaci 

Při vyšetření vzorku spermatu po kryokonzervaci byl zjištěn vliv četnosti vrhu plemeníka 
na motilitu (MOT) spermatu a progresivní pohyb (PROG) spermií. Tyto výsledky dokumentuje 
tabulka č.12. 

Pro motilitu a progresivní pohyb byl prokázán statisticky významný rozdíl ve prospěch 
plemeníků pocházejících z vícečetných vrhů (dvojčata). Rozdíl pak činil u motility 5,5 % a u 
progresivního pohybu 3,77 %. 

U ostatních parametrů nebyl prokázán statisticky významný vliv tohoto faktoru. 

Tabulka 12 Vliv četnosti vrhu plemeníka na parametry spermatu po kryokonzervaci - CASA 
(LSM± SEM) 

Četnost 
vrhu (ks) 

MOT 
(%) 

PROG 
(%) 

VAP 
(um/s) 

VCL 
(um/s) 

VSL 
(um/s) LIN (%) STR (%) 

1(n=32) 12,90 
± 1,73 a 

6,45 
± 1,21a 

82,78 
± 4,73 a 

109,15 
± 5,67 a 

62,79 
± 4,68 a 

73,65 
± 3,47 a 

58,50 
± 3,24 a 

2(n=52) 18,40 
± 1,44 b 

10,22 
± 0,98 b 

85,13 
± 3,93 a 

116,42 
±4,71 a 

65,52 
± 3,90a 

70,86 
± 2,89 a 

54,09 
± 2,70 a 

Zkratky: MOT - motilita, PROG - progresivní pohyb, VAP - průměrná rychlost dráhy, VCL -
křivočará rychlost, VSL - lineární rychlost, LIN - linearita, STR - přímost 
a, b = rozdílná písmena ve sloupcích potvrzují statisticky významné rozdíly (P <0,05) 
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6.2 Výsledky průtokové cytometric 

6.2.1 Základní statistické údaje - průtoková cytometric 

Tabulka č. 13 obsahuje základní statistické údaje, které se týkají parametrů spermatu, 
které byly hodnoceny za pomoci průtokové cytometric Hodnoceny a zaznamenávány byly 
parametry před ekvilibrací, po ekvilibrací a po kryokonzervaci spermatu. Z výsledků byla 
patrná tendence snižování kvality spermatu během procesu kryokonzervace. Průměrné 
procento životaschopných buněk kleslo během kryokonzervace více než 5krát, a naopak po 
kryokonzervaci vzrostlo procento buněk s poškozenou plazmatickou membránou a 
akrozomem. 

Tabulka 13 Základní statistické charakteristiky - Průtoková cytometrie 

Varianta Ukazatel Četnost Aritmetický 
průměr (%) 

Směrodatná 
odchylka (%) 

Minimum 
(%) 

Maximum 
(%) 

NPMA 60 57,81 12,04 34,00 81,62 
PPM 60 26,93 11,71 10,60 54,89 

Po ekvilibrací PPMA 60 14,92 7,25 7,15 38,96 
PA 60 0,34 0,18 0,13 0,90 

MMP 60 91,73 9,46 62,36 99,18 
NPMA 40 10,82 6,67 0,62 25,55 

Po 
kryokonzervaci 

PPM 40 63,02 16,30 24,48 86,90 
Po 

kryokonzervaci 
PPMA 40 25,96 12,66 8,02 61,70 

Po 
kryokonzervaci PA 40 0,20 0,18 0,04 0,91 

MMP 40 90,96 8,34 59,91 98,68 
Zkratky: NPMA - neporušená plazmatická membrána a akrozom, PPM - poškození plazmatické 
membrány, PPMA - poškození plazmatické membrány a akrozomu, PA - poškození akrozomu, MMP -
mitochondriální membránový potenciál (mitochondriální aktivita) 
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6.2.2 Průtoková cytometrie po ekvilibraci 

6.2.2.1 Popis modelu 

Použitý model vysvětloval následující proměnlivost ukazatelů: N P M A z 30,4 %, PPM 
z 40,4 %, P P M A z 32,9 %, PA z 33,6 % a M M P z 41,2 %. Průkaznost modelu byla potvrzena 
pro všechny ukazatele. V modelové rovnici nebyl statisticky prokázán vliv věku pouze na 
ukazatel PA. Vl iv četnosti vrhu nebyl prokázán pro žádný z uvedených parametrů, 
hodnocených průtokovou cytometrií po ekvilibraci. Vl iv koncentrace spermií v inseminační 
dávce byl prokázán u ukazatelů PPM, PPMA, PA a M M P . 

Tabulka 14 Popis modelu - průtoková cytometrie po ekvilibraci 
R2 P-model Věk Četnost vrhu b*konc. 

NPMA 0,304 ** ** n.s. n.s. 
PPM 0,404 **** * n.s. **** 

PPMA 0,329 *** * n.s. *** 
PA 0,336 *** n.s. n.s. *** 

MMP 0,412 **** * n.s. **** 
Zkratky: R 2 - koeficient determinace, Věk - stáří plemeníka při odběru ejakulátu, Četnost vrhu - počet 
mláďat ve vrhu, ze kterého plemeník pochází, b*konc. - koncentrace spermií ve vzorku, NPMA -
neporušená plazmatická membrána a akrozom, PPM - poškození plazmatické membrány, PPMA -
poškození plazmatické membrány a akrozomu, PA - poškození akrozomu, MMP - mitochondriální 
membránový potenciál (mitochondriální aktivita) 
Míra významnosti: n.s. - not significant (nevýznamné) = (P >0,05), * = (P <0,05), ** = (P <0,01), *** = 
(P <0,001), **** = (P <0,0001) 

6.2.2.2 Vliv věku plemeníka na parametry spermatu po ekvilibraci 

Vliv věku plemeníka na ukazatele kvality spermatu po ekvilibraci, byl za pomoci 
průtokové cytometrie zjištěn u ukazatele N P M A , PPM, PPMA a M M P . Dále byly shledány 
významné rozdíly mezi některými věkovými skupinami plemeníků, které jsou zaznamenány 
v tabulce č. 15. 

Buňky s nepoškozenou plazmatickou membránou a akrozomem byly brány jako 
životaschopné spermie. Procento těchto buněk bylo statisticky významně vyšší u plemeníků ve 
věku 3,5 a 4,5 let. 

Co se týče poškození plazmatické membrány, nebyl zaznamenán významný vliv mezi 
věkovými kategoriemi. 

Procento buněk s poškozenou plazmatickou membránou a akrozomem bylo nej nižší u 
plemeníků 4,5 roku starých (11,00 ± 1,90 %). Hodnota pro tento ukazatel se významně lišila 
jen s hodnotou plemeníků ve věku 1,5 roku (18,51 ± 1,69 %), kteří měli nej vyšší procento 
spermií s PPMA. 

U mitochondriálního membránového potenciálu nedošlo k průkaznému rozdílu mezi 
jednotlivými skupinami, avšak nej vyšší hodnota byla zaznamenánu u skupiny plemeníků ve 
věku 3,5 let (97,85 ± 2,55 %). 
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Tabulka 15 Vliv věku plemeníka na parametry spermatu po ekvilibraci - Průt. cytometrie 
(LSM± SEM)  

Skupina Věk 
(roky) NPMA (%) PPM (%) PPM A (%) PA (%) M M P ( % ) 

1 (n=15) 1,5 
48,49 

± 2,87a 

32,67 
± 2,58a 

18,51 
± l,69a 

0,33 
± 0,04a 

90,39 
± 2,07a 

2 (n=27) 2,5 56,97 28,39 14,29 0,35 90,02 2 (n=27) 2,5 ± 2,21a ± l,99a ± l,30 a b ± 0,03a ± l,59a 

3 (n=9) 3,5 
61,17 22,67 15,74 0,42 97,85 3 (n=9) 3,5 ± 3,54b ±3,18 a ± 2,09ab ± 0,05a ± 2,55a 

4 (n=12) 4,5 66,63 
± 3,21b 

22,11 
± 2,89a 

11,00 
± l,90b 

0,26 
± 0,05a 

94,28 
± 2,32a 

Zkratky: NPMA - neporušená plazmatická membrána a akrozom, PPM - poškození plazmatické 
membrány, PPMA - poškození plazmatické membrány a akrozomu, PA - poškození akrozomu, MMP -
mitochondriální membránový potenciál (mitochondriální aktivita) 
a, b = rozdílná písmena ve sloupcích potvrzují statisticky významné rozdíly (P <0,05) 

6.2.2.3 Vliv četnosti vrhu na parametry spermatu po ekvilibraci 

Jak je patrné z tabulky č. 16, vliv četnosti vrhu, ze kterého plemeník pochází, neměl 
významný vliv na parametry spermatu, získané za pomoci průtokové cytometrie po ekvilibraci. 

Tabulka 16 Vliv četnosti vrhu plemeníka na parametry spermatu po ekvilibraci - Průt. 
cytometrie (LSM± SEM)  

Četnost vrhu (ks) NPMA (%) PPM (%) PPMA (%) PA(%) M M P ( % ) 

1(n=24) 56,35 ± 2,30 a 28,53 ± 2,07 a 14,82 ± 1,36 a 0,30 ± 0,03 a 95,20 ± 1,66 a 

2(n=39) 60,29 ± 1,94 a 24,39 ± 1,75 a 14,94 ± 1,15 a 0,38 ± 0,03 a 91,07 ± 1,40 a 

Zkratky: NPMA - neporušená plazmatická membrána a akrozom, PPM - poškození plazmatické 
membrány, PPMA - poškození plazmatické membrány a akrozomu, PA - poškození akrozomu, MMP -
mitochondriální membránový potenciál (mitochondriální aktivita) 
a, b = rozdílná písmena ve sloupcích potvrzují statisticky významné rozdíly (P <0,05) 
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6.2.3 Průtoková cytometrie po kryokonzervaci 

6.2.3.1 Popis modelu 

Použitý model vysvětloval následující proměnlivost ukazatelů: N P M A z 48,6 %, PPM 
z 62,4 %, P P M A z 58,4 %, PA z 36,3 % a M M P z 54,1 %. Různou mírou byla potvrzena 
průkaznost modelu pro všechny ukazatele. V modelové rovnici byl prokázán vliv věku 
plemeníka na všechny ukazatele kvality spermatu získané průtokovou cytometrií po 
kryokonzervaci. Vl iv četnosti vrhu byl prokázán pouze pro ukazatele N P M A a M M P . 
Koncentrace spermií v inseminační dávce mohla mít určitý vliv na ukazatele PPM a PPMA. 

Tabulka 17 Popis modelu průtoková cytometrie po kryokonzervaci 
R2 P-model Věk Četnost vrhu b*konc. 

NPMA 0,486 *** *** * n.s. 
PPM 0,624 **** n.s. *** 

PPMA 0,584 **** *** n.s. *** 
PA 0,363 ** ** n.s. n.s. 

MMP 0,541 **** **** * n.s. 
Zkratky: R 2 - koeficient determinace, Věk - stáří plemeníka při odběru ejakulátu, Četnost vrhu - počet 
mláďat ve vrhu, ze kterého plemeník pochází, b*konc. - koncentrace spermií ve vzorku, NPMA -
neporušená plazmatická membrána a akrozom, PPM - poškození plazmatické membrány, PPMA -
poškození plazmatické membrány a akrozomu, PA - poškození akrozomu, MMP - mitochondriální 
membránový potenciál (mitochondriální aktivita) 
Míra významnosti: n.s. - not significant (nevýznamné) = (P >0,05), * = (P <0,05), ** = (P <0,01), *** = 
(P <0,001), **** = (P <0,0001) 

6.2.3.2 Vliv věku plemeníka na parametry spermatu po kryokonzervaci 

Došlo k prokázání statisticky významných rozdílů mezi jednotlivými věkovými 
skupinami, ve vztahu ke kvalitativním parametrům spermatu. 

Jak je vidět v tabulce č. 18, u skupin plemeníků ve věku 3,5 a 4,5 let byl prokázán vyšší 
výskyt buněk s neporušenou plazmatickou membránou. Nejvyšší hodnoty pak dosahovali 
plemeníci ve stáří 4,5 let (16,81 ± 1,92 %). 

Poškození plazmatické membrány bylo významně nejvyšší u plemeníků ve věku 2,5 let 
(74,52 ± 2,76 %). Hodnoty ostatních skupin se pro tento ukazatel významně nelišily. Nejnižší 
hodnota byla bez statistické významnosti zaznamenána u beranů starých 4,5 roku (50,96 ± 4,01 
%). Rozdíl mezi největší a nejmenší hodnotou byl 23,56 %. 

Procento buněk s poškozenou plazmatickou membránou a akrozomem bylo nejnižší u 
beranů starých 2,5 roku (17,64 ± 2,25 %), což se významně nelišilo s hodnotou plemeníků 
starých 3,5 roku. Vyšší hodnotu P P M A měli plemeníci ve věku 1,5 a 4,5 let. Rozdíl mezi 
nejnižší a nejvyšší hodnotou byl 15,99 %. 

Nejvyšší poškození akrozomu spermií měli plemeníci staří 3,5 roku (0,34 ± 0,06 %). 
Významný rozdíl byl prokázán se skupinami beranů ve věku 1,5 a 3,5 let, kteří měli obecně 
nižší procento buněk s poškozeným akrozomem. 

Statisticky prokazatelně nejnižší mitochondriální membránový potenciál, u spermií po 
rozmrazení, měli plemeníci ve věku 2,5 let. Rozdíl mezi nej nižším a nej vyšším procentem 
(1,5 roku staří) byl 13,53 %. 
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Tabulka 18 Vliv věku plemeníka na parametry spermatu po kryokonzervaci - Průt. cytometrie 
(LSM± SEM)  

Skupina Věk 
(roky) NPMA (%) PPM (%) PPMA(%) PA(%) MMP(%) 

1 (n=10) 1,5 
6,71 

± 1,71« 
59,57 

± 3,58a 

33,63 
± 2,92a 

0,10 
± 0,05a 

98,33 
± 2,02a 

2 (n=18) 2,5 7,70 74,52 17,64 0,14 84,80 2 (n=18) 2,5 ± l,32a ± 2,76b ± 2,25b ± 0,04a ± l,56b 

3 (n=6) 3,5 
14,71 58,06 26,89 0,34 93,78 3 (n=6) 3,5 ± 2 , l l b ± 4,42a ± 3,61ab ± 0,06b ± 2,50a 

4 (n=8) 4,5 16,81 
± l,92b 

50,96 
±4,01 a 

31,93 
± 3,28a 

0,29 
± 0,06ab 

94,28 
± 2,27a 

Zkratky: NPMA - neporušená plazmatická membrána a akrozom, PPM - poškození plazmatické 
membrány, PPMA - poškození plazmatické membrány a akrozomu, PA - poškození akrozomu, MMP -
mitochondriální membránový potenciál (mitochondriální aktivita) 
a-c = rozdílná písmena ve sloupcích potvrzují statisticky významné rozdíly (P <0,05) 

6.2.3.3 Vliv četnosti vrhu na parametry spermatu po kryokonzervaci 

Vliv četnosti vrhu byl prokázán pouze pro ukazatele N P M A a M M P . 
Procento buněk s nepoškozenou plazmatickou membránou a akrozomem bylo 

prokazatelně vyšší u plemeníků pocházejících z dvojčat (vyšší o 4,98 %). 
Procento mitochondriálního membránového potenciálu bylo statisticky významně vyšší 

u plemeníků, kteří nepocházeli zvícečetných vrhů (jedináčci). Rozdíl mezi skupinami byl 
4,69 %. 

Tabulka 19 Vliv četnosti vrhu plemeníka na parametry spermatu po kryokonzervaci - Průt. 
cytometrie (LSM± SEM)  

Četnost vrhu 
(ks) 

NPMA(%) PPM (%) PPMA(%) PA(%) MMP(%) 

1(n=16) 8,99 ± 1,38 a 63,71 ± 2,88 a 27,12 ±2,35 a 0,18 ± 0,04a 95,14 ± 1,63 a 

2(n=26) 13,97 ± 1,16 b 57,85 ± 2,43 a 27,93 ± 1,98 « 0,25 ± 0,03 a 90,45 ± 1,37 b 

Zkratky: NPMA - neporušená plazmatická membrána a akrozom, PPM - poškození plazmatické 
membrány, PPMA - poškození plazmatické membrány a akrozomu, PA - poškození akrozomu, MMP -
mitochondriální membránový potenciál (mitochondriální aktivita) 
a, b = rozdílná písmena ve sloupcích potvrzují statisticky významné rozdíly (P <0,05) 
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7 Diskuze 
Cílem diplomové práce bylo zjistit, jaký vliv na kvalitu spermatu beranů během různých 

fází kryokonzervace mají vnitřní faktory věku plemeníka a četnosti jeho vrhu, ze kterého 
pochází. Podle těchto faktorů by bylo možné vybírat plemeníky, kteří jsou nejvíce vhodní pro 
proces kryokonzervace spermatu. Dále byla sledována změna kvalitativních znaků spermatu 
během fází kryokonzervace (před ekvilibrací, po ekvilibraci a po rozmrazení). 

Na kvalitu spermatu má vliv řada vnějších a vnitřních faktorů. Například Palacin-
Martinez et al. (2022) uvádí vliv frekvence odběru na kvalitu spermatu. V jejich práci potvrzují 
vztah mezi vyšší frekvencí odběru spermatu a nižší kvalitou spermatu po kryokonzervaci. 
Vozaf et al. (2022) zas ve své práci hodnotí vliv plemene na kvalitu spermatu a doporučují brát 
v úvahu vliv plemene berana při kryokonzervaci, jelikož tento efekt může mít vliv na kvalitu 
akrozomu spermií. Vnáší práci jsme mohli vliv plemene na kvalitu spermatu opomenout, 
jelikož všichni použití plemeníci byly plemene šumavská ovce. Proto byly pro naši práci 
vybrány právě vlivy věku a četnosti vrhu na kvalitu spermatu, protože to j sou faktory, které 
nejsou pro všechny plemeníky totožné a mohou mít zásadní vliv na kvalitu spermatu. 

Pro biologickou rozmanitost a udržení místní diverzity hospodářských zvířat je důležité 
zachování genetických zdrojů zvířat. Je potvrzeno, že původní a čistokrevná plemena jsou 
obecně vitálnější (Vozaf et al. 2022). Například Kumaresan et al. (2021) uvádí, že samci 
původních a čistokrevných plemen vykazují obecně lepší plodnost. U nečistokrevných jedinců 
byly zjištěny reprodukční problémy, kdy sperma od kříženců vykazovalo známky neplodnosti. 
Proces kryokonzervace spermatu je metodou, jak do budoucna zajistit existenci ohrožených 
genetických zdrojů zvířat tím, že jsme schopni uchovávat po dlouhou dobu jejich genetický 
materiál (Vozaf et al. 2022). I přes navrhování nových kryoprotektiv a postupů kryokonzervace, 
dochází během mrazení spermií ke snížení fertilizační schopnosti. Poškození, ke kterému 
dochází u spermií, je zapříčiněné teplotním stresem, kterému jsou spermie vystaveny. Dochází 
k tvorbě ledových krystalů uvnitř buněk a v jejich okolí, čímž dochází k porušení spermií 
(Yánez-Ortiz et al. 2021). Bylo zjištěno, že spermie po kryokonzervaci mají významně nižší 
motilitu a mitochondriální aktivitu (Peris-Frau et al. 2019). 

7.1 Změna kvality spermatu během procesu kryokonzervace 

Obecně lze říct, že kvalita spermatu během procesu kryokonzervace postupně klesá. Naše 
práce dokumentuje toto zhoršení parametrů kvality spermatu. Například motilita vyšetřovaného 
spermatu před ekvilibrací byla v průměru 67,55 %, zatímco po ekvilibraci klesla hodnota 
motility na 40,43 %. Po kryokonzervaci vykazovalo sperma motilitu pouhých 14,03 %. To 
znamená, že se motilita spermatu během kryokonzervace téměř 5krát snížila a to o 53,52 % 
oproti motilitě spermatu před ekvilibrací. Progresivní pohyb spermií se během kryokonzervace 
snížil až 6krát, z průměrných 45,79 % na 7,78 %. To je pokles o 38,01 %. Integrita plazmatické 
membrány a akrozomu se pak snížila z hodnoty 57,81 % na hodnotu 10,82 %, pokles tedy činil 
46,99 %. Vozaf et al. (2022) ve své studii zmiňuje pokles celkové motility v průměru o 16,23 
% a pokles progresivní motility o 25,83 %. Pokles celkové a progresivní motility je v našem 
případě výrazně horší. To může být zapříčiněno odlišným způsobem odběru ejakulátu, 
zpracováním ejakulátu nebo odlišným způsobem mrazení inseminačních dávek. Dalším 
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důvodem může být chybné použití kryoprotektantu. de Souza et al. (2019) uvádí, že použití 
námi zvoleného extenderu optiXcell, způsobilo v jeho práci narušení kinetiky spermií beranů a 
mělo za příčinu větší oxidační stres. Liu et al. (2020) navrhuje využití bioaktivního peptidu 
(BAPT) při kryokonzervaci beraního spermatu a uvádí, že jeho použití má za následek zlepšení 
kvality spermatu během procesu mrazení. Ve studii Su et al. (2022) je znázorněn přijatelný 
pokles celkové motility na 41 ± 3,2 % za předpokladu, že bylo přidáno 10 ug/ml LTF do Tris 
extenderu, což se jeví jako vhodný postup pro zachování co nej lepší kvality beraního spermatu 
po kryokonzervaci. 

Dalším parametrem, který může ovlivnit kvalitu spermatu po rozmrazení je délka 
inkubace po rozmrazení dávek. Předešlá práce Peris-Frau et al. (2020) potvrzuje, že 
kryokonzervované spermie berana vyžadují kratší dobu, kdy jsou vystaveny inkubačním 
(kapacitačním) podmínkám. Kryokonzervované spermie kvůli poškození mrazem dosahují 
dříve svého fertilizačního potenciálu, oproti čerstvým spermiím. V našem případě jsme 
inseminační dávku po rozmražení inkubovali po dobu 1 hodiny při teplotě 38 °C. K dispozici 
jsou články, které hodnotí přídavky různých komponentů pro prodloužení doby kapacitace 
beraních spermií po rozmrazení. Jak uvádí Alfradique et al.(2019) vystavení spermií vlivu 
bovinní oviduktální tekutiny, získané v různých fázích estrálního cyklu má za následek snížení 
kapacitace spermií po 4 hodinách inkubace. Po 6 hodinách už však nebyl pozorován pozitivní 
účinek tohoto extenderu. 

Na kvalitu spermatu po rozmražení může mít dopad různá délka ekvilibrace. V našem 
případě bylo sperma inkubováno při 5 °C, po dobu cca 12hodin. Použití této délky ekvilibrace 
ve své práci zmiňují Camara et al. (2011). Hodnotili kvalitu beraního spermatu po rozmražení, 
za použití délek ekvilibrace 0, 12 a 24 hodin. Udržování beraního spermatu při teplotě 5 °C po 
dobu 12 hodin před kryokonzervaci, snížilo procento buněk s poškozenou plazmatickou 
membránou. Paul et al. (2020) uvádí, že ekvilibrace beraního spermatu 22 hodin před 
kryokonzervaci, mělo pozitivní vliv na kvalitu spermatu, v porovnání s délkou ekvilibrace 3 
hodiny. Delší doba ekvilibrace vedla k intenzívnej ší pohyblivosti spermií po rozmrazení a 
k akrozomální a funkční integritě plazmatické membrány buněk. 

Na zhoršení kvality spermatu v našem experimentu mohla mít vliv vzdálenost místa 
odběru a laboratoře, kde následně došlo ke zpracování ejakulátu, kdy k mrazení inseminační ch 
dávek došlo zhruba 24 hodin od odběru. To ve své práci vyvrací Purdy et al. (2010), kteří 
potvrdili, že lze kryokonzervovat beraní sperma 24 hodin po odběru, aniž by to ovlivnilo kvalitu 
spermií nebo jejich oplozovací schopnost. Sperma však musí být uchováváno při teplotě 5 °C. 

7.2 Vliv věku na kvalitu spermatu před ekvilibrací 

Co se týče vlivu věku na ukazatele kvality spermatu před ekvilibrací, bylo zjištěno 
následující. Nejlepší motilitu vykazovalo sperma od plemeníků starých 2,5 a 3,5 roků. Takto 
staří plemeníci dosahovali přijatelných hodnot také v progresivitě pohybu a vůbec nejlepší 
progresivní pohyb měly spermie plemeníků ve věku 4,5 let. Ti také dosahují nej lepších hodnot 
pro kinetické parametry V A P , VSL, L IN a STR. Ve všech kvalitativních parametrech 
hodnocených za pomoci mCASA dosahovali nejhorších hodnot plemeníci staří 1,5 roku. 
Obecně lze říct, že kvalitnější sperma před ekvilibrací, tedy v čerstvém stavu, mají spíše starší 
plemeníci, a to od věku 2,5 let výše. Lymberopoulos et al. (2010) uvádí, že ejakulát beranů 
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odebraný těsně po dosažení pohlavní dospělosti obsahuje vysoký podíl abnormálních spermií a 
nízké procento pohyblivých spermií. Dále bylo zjištěno, že berani připouštění ve věku 1,5 roku, 
měli trvale nižší počet jehňat, než dospělí berani. Chella et al. (2017) ve své práci potvrzuje vliv 
věku na kvalitu spermatu beranů Zulu. Srovnává plemeníky staré 1-2 roky a plemeníky ve věku 
2-3 let. Z výsledků je patrné, že berani staří 2-3 roky mají lepší koncentraci a pohyblivost 
spermií a také vyšší procento živých spermií. Optimum kvality spermatu pak uvádí u plemeníků 
ve věku 3 let. Potvrzení toho, že starší plemeníci mají lepší kvalitu spermatu uvádí ve své práci 
také García et al. (2017), který ve své práci hodnotil nativní sperma od plemeníků starých 1 a 
2 roky. Z jeho výsledků vyplívá, že starší plemeníci vykazují lepší kvalitu spermatu, kdy berani 
staří 2 roky měli prokazatelně lepší výsledky u všech hodnocených parametrů, než plemeníci 
staří 1 rok. Nej významnější rozdíly pak uvádí v koncentraci spermatu, nebo životaschopnosti 
spermií. 

7.3 Vliv věku na kvalitu spermatu po ekvilibraci 

Vliv věku plemeníka, na parametry spermatu získané za pomoci mCASA po ekvilibraci, 
je následující. U parametrů, na něž má věk plemeníka vliv, nedošlo k prokázání významných 
rozdílů mezi věkovými kategoriemi, jelikož většina parametrů vykazovala podobných hodnot. 
Na parametry spermatu, získané za pomoci průtokové cytometrie, má věk plemeníka 
následující vliv. Plemeníci ve věku 3,5 a 4,5 let měli prokazatelně vyšší procento výskytu 
spermií s neporušenou plazmatickou membránou a akrozomem. Tito plemeníci dosahovali, i 
když neprůkazně, také nižšího procenta výskytu spermií s porušenou plazmatickou 
membránou. Díky tomu lze říct, že po ekvilibraci dosahovali lepší kvality spermatu spíše starší 
plemeníci (3,5 roku a více). Obecně lze říct, že vliv věku plemeníka neměl zásadní vliv na 
kvalitu spermatu po ekvilibraci. Důvodem může být, že byly veškeré vzorky vystaveny 
uniformnímu způsobu ekvilibrace. Dohledatelné články, které zkoumají vliv ekvilibrace na 
kvalitu spermatu u beranů, se zaměřují spíše na rozdílné způsoby ekvilibrace a na jejich vliv na 
výslednou kvalitu spermatu po kryokonzervaci. Například Vozaf et al. (2021) hodnotil vliv 
délky ekvilibrace na motilitu a morfologii spermií po rozmrazení. Uvádí, že nej lepší délka pro 
ekvilibraci je 6 hodin. Tato doba ekvilibrace zajistí 80% celkovou pohyblivost, 50 % 
životaschopných spermií a 60 % spermií s oplozovací schopností. Výsledky této studie také 
ukazují, že zlepšení kvality beraního spermatu lze dosáhnout úpravou postupů před samotným 
mražením. Januskauskas et al. (1999) se ve své studii zmiňuje o vlivu věku býků na kvalitu 
spermatu po kryokonzervaci, v závislosti na způsobu předešlé ekvilibrace. Uvádí, že hodnoty 
plodnosti byly u starších býků (66-79 měsíců) o 1,6 % jednotek vyšší než u skupiny mladších 
býků (14-16 měsíců). 

7.4 Vliv věku na kvalitu spermatu po kryokonzervaci 

Vliv věku plemeníka v souvislosti s kvalitou spermatu po kryokonzervaci je následovný. 
Byl prokázán vliv věku plemeníka na následující parametr spermatu, hodnocené za pomoci 
mCASA. Celková motilita spermatu a také progresivní pohyb spermií, byly lepší u plemeníků 
ve věku 3,5 a 4,5 let. Vůbec nejvyšší procento těchto ukazatelů měli plemeníci staří 4,5 roku. 
Po kryokonzervaci měli starší plemeníci nepatrně horší kinetické parametry spermatu. Vliv 
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věku plemeníka na kvalitu spermatu po kryokonzervaci potvrzuje García et al. (2017), který 
zkoumal rozdíly kvality kinetických ukazatelů mezi plemeníky starými 1 a 2 roky. 
Z jeho výsledků vyplívá, že starší plemeníci měli významně vyšší celkovou motilitu spermatu 
a také vyšší progresivní pohyb, a to bez ohledu na to, jaký byl použit protokol pro konzervaci 
spermatu. Dále potvrzuje, že životaschopnost a akrozomální integrita byla lepší u starších 
beranů. Fakt, že starší berani mají lepší kvalitu spermatu po kryokonzervaci, potvrdil ve své 
práci také Lymberopoulos et al. (2010), který uvádí, že sperma od starších beranů vykazuje po 
rozmrazení vyšší procento spermií s intaktní plazmatickou membránou a funkčními 
mitochondriemi ve srovnání s mladšími plemeníky. Sperma starších beranů navíc obsahuje 
vyšší procento živých nekapacitovaných spermií. Tabarez et al. (2017) ve své práci hodnotí 
kvalitu spermatu u kozlů, kteří mají v mnoha ohledech stejné vlastnosti. Pro úspěšnou kvalitu 
spermatu po kryokonzervaci, doporučuje využívat plemeníky starší 2 let. 

Co se týče hodnocení parametrů kvality spermatu pomocí průtokové cytometrie, byl 
prokázán vliv věku plemeníka na všechny ukazatele. Procento buněk s nepoškozenou 
plazmatickou membránou a akrozomem bylo nejlepší u plemeníků starých 3,5 a 4,5 roku, kteří 
ale na druhou stranu vykazovali vyššího procenta buněk s poškozeným akrozomem. Procento 
buněk s poškozeným akrozomem však nedosahuje takových hodnot, aby to zásadním 
způsobem ovlivnilo kvalitu spermatu. Plemeníci ve věku 3,5 a 4,5 roku měli nižší procento 
buněk s poškozenou plazmatickou membránou a s nimi také plemeníci staří 1,5 roku. Tyto tři 
věkové kategorie naopak měli vyšší procento buněk s poškozenou plazmatickou membránou a 
akrozomem. Významně nižší hodnoty dosahovali plemeníci ve věku 2,5 let, kteří vykazovali 
nižší procento také pro mitochondriální membránový potenciál. Lymberopoulos et al. (2010) 
ve své práci nezjistil významný rozdíl v procentu progresivního pohybu spermií po 
kryokonzervaci, mezi mladými (1-2 roky) a dospělými (4-5 let) jedinci. Uvádí však, že sperma 
od beranů ve stáří 4-5 let obsahuje vyšší procento spermií s intaktní plazmatickou membránou 
a funkčními mitochondriemi, což vzájemně koreluje s výsledky naší práce, kdy plemeníci staří 
4,5 roku měli nej vyšší procento výskytu spermií s neporušenou plazmatickou membránou. 

7.5 Vliv četnosti vrhu na kvalitu spermatu 

Vliv četnosti vrhu na kvalitu spermatu před ekvilibrací, byl prokázán pro parametry 
PROG, VSL, L IN a STR. Statisticky významně lepších hodnot pro všechny ukazatele 
dosahovali plemeníci, kteří pocházeli z vícečetných vrhů, tedy z dvojčat. Vl iv tohoto faktoru, 
na kvalitu spermatu po ekvilibrací, nebyl prokázán. Po kryokonzervaci byl prokázán vliv 
četnosti vrhu plemeníka na parametry MOT, PROG, N P M A a M M P . Hodnoty všech ukazatelů 
byly statisticky významně lepší u plemeníků, kteří pocházejí z dvojčat. 

Dosavadní výzkumy se zabývají spíše vlivem plemeníka na následnou četnost vrhu 
samice. Například McNamara & Knox (20013) ve své práci potvrzují možný vliv kvality 
spermatu na výslednou četnost vrhu u prasat. Pang et al. (2022) zas uvádí, že HSPD1 se jeví 
jako užitečný biomarker pro výběr kvalitních kanců, vhodných pro umělou inseminaci, kteří by 
zvýšili následnou velikost vrhu prasnice. Palacín et al. (2008) ve své práci hodnotí účinky 
aplikace melatoninu beranům v období mimo sezónu. Z jejich výsledků vyplívá příznivý vliv 
melatoninu na početnost vrhu ovcí, kdy se zvýšil počet narozených j ehňat ve vrhu. 
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Z našich výsledků však jasně vyplívá, že na kvalitu spermatu má četnost vrhu, ze kterého 
plemeník pochází, zásadní vliv, a proto je škoda, že tento efekt není sledován. Může se jednat 
o jeden z hlavních kritérií pro výběr plemeníka pro proces kryokonzervace. Výsledky 
naznačují, že kvalita spermatu po kryokonzervaci je lepší u plemeníků, kteří pocházejí 
z vícečetných vrhů. Do budoucna je za potřebí věnovat se vlivu četnosti vrhu na kvalitu 
spermatu nejen u beranů, jelikož je to efekt, který by mohl mít značný vliv na kvalitu 
kryokonzervovaného spermatu, a tedy i na zachování genetických zdrojů. 

7.6 Doporučení pro další výzkum 

Jelikož jsme se přesvědčili, že na kvalitu spermatu během kryokonzervace má vliv mnoho 
vněj ších činitelů, bylo by možné do budoucna praktikovat tento experiment za použití odlišných 
postupů zpracování spermatu. 

Vzhledem k zajímavým výsledkům naší práce je zapotřebí potvrdit vliv věku a zejména 
vliv četnosti vrhu na větším počtu zvířat. Vzhledem k uniformitě použitých plemeníků by bylo 
vhodné praktikovat stejný postup experimentu i u plemeníků různých plemen a z různých 
podmínek prostředí. 

Zejména vliv četnosti vrhu plemeníka na kvalitu jeho spermatu během procesu 
kryokonzervace je neprobádaná oblast. Přitom vzhledem k výsledkům naší práce se tento efekt 
jeví jako velice důležitý a směrodatný, a proto si zaslouží větší pozornost. V tomto hledu je 
tedy k dispozici dostatek prostoru pro možný další výzkum. 

V našem experimentu došlo ke srovnání plemeníků, kteří se narodili jako j edináčci anebo 
jako dvojčata. Rozdílný vliv na kvalitu spermatu by mohli mít plemeníci, kteří pocházejí z ještě 
více početných vrhů (trojčata, čtyřčata). Vl iv četnosti vrhu na mrazivost spermatu by však 
nemusel být omezen jen na berany. Je možné a žádoucí tento vliv zkoumat také například u 
kozlů, jelikož se jedná o velice podobný živočišný druh. 
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8 Závěr 
V průběhu naší práce jsme zjišťovali vliv věku plemeníka a vliv četnosti vrhu na kvalitu 

spermatu u šumavských beranů. Dále byla zjišťována změna kvality spermatu v průběhu 
procesu kryokonzervace. 

Kinetické parametry spermatu byly hodnoceny za pomoci mCASA a parametry 
životaschopnosti spermií byly hodnoceny pomocí průtokové cytometrie. Tyto metody nám 
poskytli informace o celkové motilitě spermatu, progresivním pohybu spermií, průměrné 
rychlosti dráhy, křivočaré rychlosti, lineární rychlosti, linearitě a přímost. Dále bylo zjišťováno 
procento spermií s intaktní plazmatickou membránou a akrozomem (životaschopné buňky), 
procento buněk s poškozenou plazmatickou membránou, procento buněk s poškozenou 
plazmatickou membránou a akrozomem, procento spermií s poškozeným akrozomem a 
procento mitochondriálního membránového potenciálu. 

Během procesu kryokonzervace byl zjištěn rapidní pokles kvality spermatu. Hlavními 
ukazateli kvality spermatu jsou motilita a progresivita pohybu. Celková motilita spermatu 
klesla během procesu kryokonzervace o 53,5 % a progresivní motilita spermatu poklesla o 
38 %. 

Dle výsledků může dojít k potvrzení naší hypotézy, kdy byl prokazatelně potvrzen vliv 
vnitřních faktorů na kvalitu spermatu během kryokonzervace. Mezi tyto faktory patří věk 
plemeníka a četnost vrhu, ze kterého pochází. 

Bylo zjištěno, že prokazatelně lepší kvalitu spermatu během procesu kryokonzervace a 
po něm mají spíše starší plemeníci ve věku 3,5 - 4,5 let. Dále bylo prokázáno, že lepší kvalitu 
spermatu po kryokonzervaci mají plemeníci, kteří pocházejí zvícečetných vrhů, v našem 
případě z dvojčat. 

Díky těmto výsledkům j sme schopni říct, že pro proces kryokonzervace j e vhodné vybrat 
plemeníky ve věku od 3,5 let, kteří současně pocházejí z vícečetných vrhů. Tito plemeníci mají 
lepší předpoklad pro dlouhodobé uchovávání spermatu (kryokonzervace) a inseminační dávky 
od těchto plemeníků by měli mít lepší oplozovací schopnost po rozmrazení. 

Výsledky naší práce mají potenciál pro zlepšení procesu kryokonzervace a také pro 
záchranu genetických zdrojů, v našem případě šumavské ovce. 
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10 Seznam použitých zkratek a symbolů 
AA-2G - kyselina askorbová-2glukosid 
C A S A - počítačem asistovaná analýza spermií 
D N A - deoxyribonukleová kyselina 
FAST - sledování bičíku spermií 
G L M - zobecněný lineární model 
HOST - hypoosmotický test 
ICSI - intracytoplazmatická injekce spermie 
JC-1 - membránově permeabolní barvivo 
L C A - lens culinaris aglutinin 
LIN - linearita dráhy 
mCASA - mobilní počítačově asistovaná analýza spermií 
M M P - mitochondriální membránový potenciál 
MOT - motilita pohybu 
MTR DR - MitoTracker Deep Red 
NaCl - chlorid sodný 
N P M A - neporušená plazmatická membrána a akrozom 
PA - poškození akrozomu 
PNA - arašídový aglutin 
PPM - poškození plazmatické membrány 
P P M A - poškození plazmatické membrány a akrozomu 
PROG - progresivní motilita 
PSA - pisum sativum aglutinin 
P V A - polyvinyl alkohol 
STR - přímost dráhy 
T U M A S G - transrektální ultrazvukem vedená masáž přídatných pohlavních žláz 
V A P - průměrná rychlost dráhy 
V C L - křivočará rychlost 
V S L - lineární rychlost 
7-AAD - 7-amino-aktinomycin-D 
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