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Modifikace konvenčních ředidel za účelem zlepšení 

kvalitativních parametrů konzervovaného beraního 

spermatu 

 
Souhrn 

Práce je zpracována jako literární rešerše a zabývá se souhrnem poznatků o zpracování 

ejakulátu a aditivních přídavků do ředidel a následným hodnocením na bázi polních testů 

(inseminace) či specializovaných laboratorních testů. 

Jeden z hlavních důvodů nízkého využití inseminace v chovu ovcí je kvůli tomu, že 

beraní ejakulát má nízkou kryotoleranci a tudíž buňky po rozmrazení mají nízkou fertilizační 

schopnost. Média pro konzervaci jsou primárně typována pro velké přežvýkavce. Proces 

zpracování ejakulátu má několik fází. Jednou z nejdůležitější a nejsložitější částí procesu byla 

konzervace ejakulátu a rozmrazování, kde dochází k největším ztrátám na kvalitě inseminační 

dávky. 

K získávání ejakulátu od berana se využívá metoda odběru umělou vagínou, pomocí 

elektroejakulace či post mortem. Nejvyužívanější metoda je pomocí umělé vagíny, jelikož je to 

nejpřirozenější a nejméně stresující. Méně využívanou metodou je post mortem, neboli po 

smrti zvířete.  

. Cílem této bakalářské práce bylo zaměřit se na konvenční ředidla, které byly doplněny 

aditivy za účelem zlepšení kvalitativních parametrů pro konzervaci beraního spermatu. Tyto 

látky se do ředidla přidávají i za účelem ochrany spermií během chlazení a zmrazování. Mezi 

nejvýznamnějšími aditivy patří antioxidanty, vitamíny, rostlinné extráty a další neméně 

významné aditiva. Antioxidanty chrání buňky před reaktivní formou kyslíku, a díky tomu 

udržují spermie ve správné fyziologické činnosti. Při použití antioxidantu astrayanthinu bylo 

zjištěno mnoha autory zlepšení životaschopnosti uloženého spermatu. Mezi nejhlavnější 

vitamíny patří vitamín E, trolox, kyselina askorbová či vitamín B12. Vitamíny jsou důležité 

k zachování kvality spermatu. Rostlinné extráty, které jsou například z hřebíčku, rozmarýnu, 

zeleného čaje, napomáhají ke zlepšení kvality. Velmi pozitivní vliv mělo také použití želatiny, 

která zvýšila viskozitu média a snížila pohyblivost spermií. 

Významnou metodou inseminace byla zjištěna intracervikální metoda, díky nízkým 

finančním nákladům, jednoduchosti a rychlosti provedení. Avšak nejlepších výsledků 

zabřezávání dosáhla metoda laparoskopická, která je však z finančního hlediska mnohem 

dražší a její proveditelnost je složitější i časově náročnější.  

Specializovanými laboratorními testy jsou počítačová metoda CASA, hypoosmotický 

test a průtoková cytometrie. Pomocí těchto přístrojových metod lze získat data o morfologii, 

motilitě, koncentraci, vitalitě spermií, dále analýza DNA a množství poškozených a mrtvých 

buněk.  

Klíčová slova: ovce, inseminace, ředění ejakulátu, konzervace inseminačních dávek, 

ředidla  
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Modification of conventional diluents in order to 

improve the quality parameters of conserved ram sperm 
Summary 

The work is processed as a literature search and deals with a summary of knowledge about 

the processing of ejaculate and additive additives to diluents and subsequent evaluation 

based on field tests (insemination) or specialized laboratory tests. 

One of the main reasons for the low utilization of insemination in sheep farming is due 

to the fact that lamb ejaculate has low cryotolerance and therefore the cells have a low 

fertilization capacity after thawing. Preservation media are primarily typed for large 

ruminants. The ejaculate processing process has several stages. One of the most important 

and complicated parts of the process was the preservation of ejaculate and thawing, where 

the greatest losses in the quality of the insemination dose occur. 

To obtain ejaculate from the ram, the method of collection by artificial vagina, 

electroejaculation or post mortem is used. The most used method is using an artificial vagina, 

as it is the most natural and least stressful. The less used method is post mortem, or after the 

death of the animal. The aim of this bachelor thesis was to focus on conventional diluents, 

which were supplemented with additives in order to improve the quality parameters for the 

preservation of sheep semen. These substances are also added to the diluent to protect sperm 

during cooling and freezing. The most important additives include antioxidants, vitamins, 

plant extracts and other equally important additives. Antioxidants protect cells from a reactive 

form of oxygen, keeping sperm in proper physiological activity. Using the antioxidant 

astrayanthin, many authors have found an improvement in the viability of stored sperm. The 

most important vitamins include vitamin E, trolox, ascorbic acid and vitamin B12. Vitamins are 

important for maintaining sperm quality. Plant extracts, which are made of cloves, rosemary 

and green tea, for example, help to improve quality. The use of gelatin, which increased the 

viscosity of the medium and reduced sperm motility, also had a very positive effect. 

The intracervical method was found to be an important method of insemination, 

thanks to its low financial costs, simplicity and speed of execution. However, the best results 

of conception were achieved by the laparoscopic method, which is much more expensive from 

a financial point of view and its feasibility is more complex and time-consuming. 

Specialized laboratory tests are computer method CASA, hypoosmotic test and flow 

cytometry. Using these instrumental methods, data on morphology, motility, concentration, 

sperm vitality, DNA analysis and the number of damaged and dead cells can be obtained. 

 

Keywords: sheep, insemination, dilution of ejaculate, conservation of insemination 

doses, thinners 
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1. Úvod 

Konzervace beraního spermatu na inseminaci je jako u ostatních hospodářských zvířat 

nejrozšířenější a nejstarší biotechnologickou metodou, která má velký význam na užitkovost  

hospodářských zvířat.  

Tato metoda umožnuje rychlé rozšíření cenných genů v populaci a lepší genetický  

pokrok, kontrolu reprodukce a snížení přenosu pohlavních chorob (Cseh et al. 2012).  

Na umělou inseminaci se využívá menší počet plemenných beranů, jelikož ejakulát ředíme,  

abychom získali vetší počet inseminačních dávek, které obsahují nižší koncentraci spermií  

(Leboeuf et al. 2006). 

V chovu ovcí není rozvoj inseminačních dávek na takové úrovni, jako u skotu nebo  

prasat, ale postupně se jeho využití rozvíjí. Neustále se zdokonalují ředidla za účelem 

 zlepšení kvalitativních parametrů konzervovaného beraního spermatu. Jelikož chovatelé 

v České republice nejeví vysoký zájem o chov ovcí, tak se zde tolik inseminace nevyužívá. 

Abychom mohli ejakulát použít na konzervaci, musí projít hodnocením. Kvalita semene 

se zjišťuje ihned po jeho odběru, a to makroskopickým a mikroskopickým hodnocením, 

stanovením patologických spermií a specializovaným vyšetřením.  

Zjišťujeme objem, konzistenci, koncentraci a aktivitu spermií dále morfologii spermií, 

jejich vzhled, pohyblivost a další ukazatele kvality (Louda 2001). 

Dalším hodnocením, které se provádí je životaschopnost spermií a jejich aktivita před 

mrazením a po rozmrazení inseminační dávky. K tomu nám pomáhají ředící roztoky, o kterých 

se ve své práci zmiňuji. Dále jsem se zaměřoval na modifikaci konvenčních ředidel, které vedou 

ke zlepšení těchto parametrů. 
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2. Cíl práce 

Využití biotechnologických metod u malých přežvýkavců je velmi omezené. Proto všechny 

informace vedoucí ke zlepšení dílčích postupů, jsou důležité s ohledem na potenciální rozvoj 

tohoto odvětví. Cílem bakalářské práce je formou literární rešerše definovat aktuální poznatky 

tematicky zaměřené na aditiva přidávaná do ředidel, jejichž účinkem je zlepšení kvalitativních 

ukazatelů konzervovaného beraního spermatu. Jako důsledek bakalářské práce bude navržení 

možných postupů pro optimalizaci výroby inseminačních dávek, popř. zlepšení úspěšnosti při 

následné inseminaci. 
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3. Literární rešerše 

3.1. Získávání ejakulátu od berana 

K odběru semene se využívá několik metod. Nejpoužívanější metodou odběru ejakulátu u 

přežvýkavců je odběr do umělé vagíny, která je nejvíce spolehlivá, jelikož zvířata nejsou ve 

stresu a zisk spermatu je vetší než u druhé metody (Malejane et al. 2014). Mezi méně 

používané metody řadíme elektroejakulaci, kvůli menšímu zisku ejakulátu a většímu stresu 

zvířat při vykonávání. (Gamčík, 1984). Další nepříliš používanou metodou je 

 post- mortem a to kvůli její složitosti provedení (Kaabi et al. 2003). S odebráním ejakulátem 

je potřeba zacházet velice šetrně, aby nedošlo k tepelnému a chladovému šoku. Dále musíme 

dbát na to, aby nedocházelo k případné kontaminaci vody nebo dezinfekčních prostředků, 

slunečního záření a vzduchu (Nuti 2007). 

Při porovnání odběru spermatu pomocí elektroejakulaci a do umělé vagíny bylo 

zjištěno, že při odběru elektroejakulací je objem ejakulátu vyšší (1,12 cm3) než při odběru do 

umělé vagíny (0,71 cm3). Rozdílné hodnoty byli pozorováni při koncentraci spermií a jejich 

motilitě, kde byli tyto hodnoty při elektroejakulaci výrazně nižší (koncentrace 900-1000 mil. 

v 1 cm3, motilita je 76 %). Hodnoty při odběru do umělé vagíny dosahovali hodnot  

(koncentrace 3 586 mil. v 1 cm3, aktivita je 84 %). Dle výzkumu Tapaloaga (2016), který 

zkoumal u obou metod změnu morfologie spermii a došel k závěru, že ani jedna z metod na 

tuto změnu nemá vliv. U dalších pokusů se zjistilo, že morfologické změny na spermiích, se 

vyskytují více u mladších jedinců než u starších (Akpa 2012).  

 

3.1.1. Odběr spermatu umělou vagínou  

Pro odběr spermatu pomocí umělé vagíny se využívá stejný typ umělé vagíny, jako se využívá 

u býků, akorát atrapa vagíny je zkrácená, aby se zabránilo případným ztrátám semene 

(Romano & Christians, 2009). Umělá vagína se skládá z pevného vnějšího pouzdra ve tvaru 

trubky o délce 20 cm a průměru 5 –⁠5,5 cm a vnitřní gumové vložky, která se vloží do pouzdra  

a dosahuje délky 32 cm o průměru 3 –⁠3,5 cm (Wernerová 2015) Poslední částí je skleněný 

dvoustranný sběrač semene. Před samotným odběrem se mezistěna vyplní vodou o teplotě 

38 – ⁠42 °C, kvůli stimulaci teploty těla samice. Pomocí vzduchového ventilku, který se nachází 

na straně pouzdra, regulujeme tlak, který samec vyvíjí na stěnu pochvy (Gamčík et al. 1992). 

Na vnitřní stranu umělé vagíny se nanese lubrikant s nespermicidními látkami, aby nedošlo  

k poranění penisu samce. Nejčastěji se využívá vazelína nebo sonografický gel (Kos et al. 2019). 

Na opačný konec umělé vagíny se připevní jednorázový sběrač semene (Wernerová, 2015). Po 

úspěšném odběru putuje ejakulát do laboratoře, kde se posoudí jeho makroskopické  

a mikroskopické vlastnosti viz kapitola „3.2 Hodnocení kvality beraního spermatu´´  

(Malejane et al 2014). Pro odběr do umělé vagíny se využívá umělá atrapa nebo je možné 

použít ovci, která je v říji, pomocí její přítomnosti se zvyšuje získání objemu ejakulátu  

a urychluje se i odběr semene. Odběr ejakulátu lze provádět 1–2 krát denně maximálně 5krát 

týdně (Louda 2009). Dle Hošek (2016) je lepší provádět odběr maximálně 2–3krát týdně. Dle  



 

11 

výzkumu Colenbrander (2003) má příznivý vliv na mrazivost spermií pauza 2–3 dny mezi  

jednotlivými odběry ejakulátu.  

 

3.1.2. Odběr spermatu pomocí elektroejakulace 

Další metodou je odběr pomocí elektroejakulace, kde se využívá bipolární elektroda, která je 

vsunuta do konečníku berana (Hošek 2016). Metoda se nejčastěji používá mimo  

připouštěcí období u zvířat, které nejsou zvyklé na umělou vagínu (Abril-Sánchez et al. 2017). 

Elektroda má tvar duté tyčinky o délce 32–40 cm s průměrem 1–1,5 cm. Na konci přístroje 

jsou dvě elektrody o délce 10 cm (Matthews et al. 2003). Elektroda působí cyklické impulzy, 

které lze stimulovat postupným zvyšováním impulzů. Nevýhodou této metody je změna 

semenné plazmy, což vede k poškození při kryokonzervaci (Santiago-Moreno et al. 2009). Další  

nevýhodou je její bolestivá a příliš stresující aplikace, což vyvolává zvýšení koncentrace  

kortizolu v séru a to má za následek zvýšenou dechovou a srdeční frekvenci. Před samotným 

vsunutím se elektroda vypláchne vlažným roztokem NaCl, což má za následek lehčí průchod 

elektrického proudu. Nakonec se sterilně očistí předkožkový otvor (Wernerová 2015). Celý 

proces trvá přibližně 3 minuty (Gamčík et al. 1992). Vhodnější metodou elektroejakulace je 

metoda TUMASG, která se provádí transrektálním ultrazvukem řízenou masáží přídatných  

pohlavních žláz. U této metody se nepoužívají žádné impulzy nebo mnohem méně než je tomu 

při normální elektroejakulaci. Dle výzkumu, kde byli porovnání tyto dvě metody, se zjistilo, že 

mnohem vhodnější metodou pro berana je metoda TUMASG (Abril-Sánchez et al. 2017) 

 

3.1.3. Odběr spermatu post-mortem.  

Odběr spermatu post-mortem se řadí mezi chirurgické metody a provádí se, co nejdříve a to 

od 0–24hodin (Garde J et al. 1994). Dle jiných výzkumů lze vzorky odebrat  

z nadvarlete i do 48hodin po smrti zvířete (Kaabi et al. 2003). Jestliže nelze odebrat sperma  

z nadvarlete sperma okamžitě, je možnost konzervovat celé nadvarle při teplotě 5 °C  

a následně do 24hodin zpracovat vzorek (Kishikawa H et al. 1999, Shaken et al. 2008). Tato 

metoda je výhodná pro získání genetických rezerv u cenných zvířat nebo u ohrožených druhů 

(Hewitt et al. 2001). Ejakulát se odebírá z ocasu nadvarlete, kde se na jeho spodním konci 

provede několik řezů, které umožní vyplavení ejakulátu. Ten je následně shromážděn do 

ředidla o teplotě 37 °C (Abu et al. 2016). 

 Kaabi et al. (2003) ve svém výzkumu použil roztok Tes-Tris-fruktózy doplněným 

vaječným žloutkem (10 %) a glycerolem (4 %). Zmrazování probíhalo pomocí laboratorního 

mrazáku, kde teplota klesala 0–20 °C/minutu. Zjistilo se, že spermie před zmrazením i po 

rozmrazení vykazovali životaschopné spermie do 48 hodin po smrti zvířete. Dále zjistili, že 

spermie z nadvarlete skladované při teplotě 5 °C dosahovaly lepší motility a nižší procento 

abnormálních forem než spermie nadvarlete skladované při pokojové teplotě po 24 a 48 

hodinách. S tímto výzkumem souhlasil i Bergstein-Galan et al. (2017).  
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3.2. Hodnocení kvality beraního spermatu.  

Plodnost samců se hodnotí množstvím a kvalitou ejakulátu, oplozovací schopností spermií a 

schopností provádět koitus. Hlavním cílem hodnocení ejakulátu, je předpovědět oplozovací 

schopnost objektivně, přesně, rychle a s co nejnižšími náklady (Kubovičová 2011). K hodnocení 

kvality beraního spermatu se provádí makro/mikroskopické laboratorní hodnocení 

(Edmondson et al. 2012). Vyšetření se provádí ihned po odběru u beranů chovaných v 

inseminačních stanicích, pro výrobu mražených inseminačních dávek a to pravidelně. U 

beranů, kteří jsou sezonně s ovcemi ve stádě, se vyšetření provádí 4-6 týdnů před zahájením 

připouštěcí sezóny (Louda et al. 2001). Dalším důležitým hodnocením je stanovení 

patologických spermií a specializované vyšetření ejakulátu (Edmondson et al. 2012). 

 
Obrázek 1 Stavba spermie (Trojan S et al. 2002)  

 

3.2.1. Makroskopické posouzení 

Makroskopické posouzení provádíme zrakem a čichem. Posuzujeme barvu, zrnitost, 

konzistenci, obsah příměsí, objem a pach ejakulátu (Heidari et al. 2021). 

Objem 

Množství ejakulátu posuzujeme v pipetě ihned po odebrání. Objem by měl mít okolo 

0,5–1,5 ml (Gamčík et al. 1992). Množství objemu ovlivňuje např: plemeno, genetické 

predispozice, intenzita pohlavního využívání, technika odběru, kvalita krmení, roční období  

a zdravotní stav (Věžník et al. 2004). 

Hustota a konzistence 

Hustota beraního semene se posuzuje ve sběrači, kde skrz něj necháme procházet 

světlo. Sperma, které má dobrou kvalitu se pozná tak, že je husté a neprůhledné  
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(Gamčík & Kozumplík 1992). Konzistence beraního spermatu by měla být mléčná až  

smetanová (Youngquist &Threfall 2007). 

Barva a pach 

Specifická barva spermatu je dána hustotou a konzistencí semene. Semeno je většinou 

krémově bílé, jasně žluté nebo světle žluté (Ahmad & Noakes 1996). Ejakulát může mít  

i namodralý odstín, pokud je tam vysoká koncentrace spermií. Barvu posuzujeme proti světlu 

nebo tmavé podložce, na kterou dopadá světlo ve sběrači (Pena et al. 2005). Pach odebraného 

semene by měl být cítit po vlně (Gamčík & Kozumplík 1992). 

3.2.2. Mikroskopické posouzení 

Mikroskopicky se zjišťuje koncentrace spermií v 1 mm³ a v celém ejakulátu, aktivita 

spermií, morfologické vady a pH. (Gamčík 1984). 

Koncentrace 

Stanovením koncentrace ejakulátu zjistíme nejdůležitější informaci o jeho kvalitě 

 a následném zpracování při přípravě inseminačních dávek. Pro správné určení hustoty 

existuje několik způsobu a to odhadem, fotometricky, hemocytometricky nebo počítačově 

(Wernerová 2015). Hustota ejakulátu se pohybuje okolo 2–5 milionů spermií na 1 mm³ a dělí 

se na 6 stupňů. Od velmi hustého ejakulátu, který má hodnoty 4–5 x 106 spermií v mm3, až po 

velmi řídký ejakulát, který má 1 x 106 spermií v mm3. Koncentrace pro krátkodobou konzervaci 

ejakulátu má mít minimálně 2x 106 v 1 mm3. Pro dlouhodobou konzervaci by měla být hodnota 

2,8x 106 v 1 mm3 (Johansson et al. 2008). 

Motilita 

Tufarelli et al. (2010) ve své studii hodnotí motilitu neboli pohyblivost spermií na 

stupnici 1–5, kdy hodnota 1 určovala nepohyblivé spermie a hodnota 5 velmi rychlý 

progresivní pohyb. Motilita spermií je ovlivněna kaskádou proteinů. Poslední dobou je 

zaznamenám veliký pokrok ve výzkumu proteinů a jejich funkcí na spermie, ale studie 

prováděné na malých přežvýkavcích jsou spíše vzácné (Zhu et al. 2020). Stanovení živých  

a mrtvých spermií je velice důležité, jelikož inseminační dávka musí obsahovat minimálně  

70 % živých spermií (Madhuri et al. 2012). Ke stanovení živých a mrtvých spermií používáme 

dehydrogenační zkoušku nebo tepelný test přežitelnosti (Verstegen et al. 2002). 

pH 

Berani mají pH ejakulátu v rozmezí okolo 6,4 –7,2, které závisí na hustotě semene. Kvalitní 

ejakulát by měl mít pH 6,4 –6,6. Jakmile semeno přesáhne 7 pH, sníží se koncentrace spermií 

(Gamčík 1984). 

 

3.2.3. Stanovení patologických spermií 

Morfologické vyšetření patří mezi nejobjektivnější metody posuzování ejakulátu, které slouží 

jak pro vědecké účely, tak i při provádění inseminace (de Paz 2011). Účelem tohoto vyšetření 
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je identifikovat berany, co se nemohou kvůli negativním výsledkům zařadit do plemenitby. 

Pomocí morfologické analýzy zjišťujeme procento tvarově změněných spermií  

a normospermií bez morfologických vad (Wernerová 2015). Hodnocení se provádí s čerstvě 

odebraným ejakulátem, který se nanese na sklíčko a obarví se. Dříve se nejčastěji používáli 

metody barvení dle Wels x nebo dle Brandon-Farellyho. Dnes se však na stanovení 

patologických změn používá přístrojové měření CASA (Kliment et al. 1989). Pozorujeme 

primární změny na spermiích během spermiogenetického cyklu až po příchod spermií do 

ocasu nadvarlete. Změny pozorujeme hlavně na hlavičce, středním mitochondriálním oddílu,  

v akrozomu. Všechny tyto změny poukazují na poruchy semenotvorného a vývodného 

systému (Gamčík & Kozumplík 1984). Sekundární změny nastávají při delším pobytu spermií 

v ocase nadvarlete. Zde pozorujeme vady na bičíku, kde jsou morfologické změny, v důsledku 

nedokončeného zrání nebo při nesprávném odběru a zpracování semene. Mezi další změny 

patří nabobtnání, uvolnění, roztrhnutí akrozomu a hlavičky (Věžník et al. 2004). 

Vady spermií 

Kvůli tvorbě inseminačních dávek musíme vyšetřovat morfologii spermií u všech plemeníků 

(Johansson 1997). Vady spermií jsou způsobené při vývoji nebo až po úplném dokončení 

vývoje. Dalšími negativními vlivy, které škodí vývoji spermií a jejich morfologii jsou toxiny, 

infekce a výživa. Avšak největší vady jsou vyvolané genetickými poruchami.  

V normálním ejakulátu by se nemělo vyskytovat více jak 15 % těchto pozměněných spermií 

(Gamčík & Kozumplík 1992). 

Vady spermií na hlavičce  

Vady na hlavičce spermie jsou nejčastějšími defekty při spermiogeneze. Dělí se na 

 poruchy akrozomu, kterých nesmí být více než 10 % a poruchy samotné hlavičky, které nesmí 

přesáhnout 5 % z celkové inseminační dávky. Nejčastějšími problémy na akrozomu jsou  

zbobtnání, zvrásnění, knoflíkový defekt, svlečení z hlavičky, perzistující akroblast a kondenzace 

akrozomové hmoty. Častými vady tvarů u hlavičky spermie jsou gigantické hlavičky, příliš malé 

hlavičky, hlavičky hruškovitého tvaru, zúženého tvaru, zúženi hlavičky, zvýšený počet hlaviček 

na jedné spermii (Kliment et al. 1989). 

Vady spermie na akrozomu 

Nejčastější vadou je akrozom nabobtnalý, ke kterému dochází při manipulaci se 

spermatem, když se do sběrače dostane voda. Další změnou akrozomu je kondenzace 

akrozomové hmoty k přednímu okraji hlavičky, zřasení okrajů hlaviček nebo různé granulace 

v akrozomu (Gamčík et al. 1984). 

Vady spermie na bičíku 

Vady spermií na bičíku se dělí dle místa umístění defektu. Nejdůležitější částí jsou  

mitochondriální pochvy, které se nachází ve spojovací části hlavičky a bičíku. První z vad  

u bičíku je jeho uložení v implantační jamce hlavičky. Dalšími častými problematiky jsou různá 
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ohnutí, zlomení, příliš dlouhé nebo krátké bičíky, vyšší počet bičíků, různé stočení bičíku, 

zdvojení bičíku a oddělení hlavičky a bičíku (Louda et al. 2001). 

Tyto vady jsou nejvýznamnější skupinou, které se projevují na mitochondriální pochvě. 

Hlavním následkem je zeslabení celého spojovacího oddílu, a tím dojde k fraktuře bičíku.  

Příčinou je především genetická predispozice (Barth et al. 1989). 

Nezralé spermie 

Tyto spermie poznáme tak, že mají zadrženou protoplazmatickou kapku na krčku. 

V normálním ejakulátu, který se používá na inseminační dávky, nesmí být více než 2 % 

nezralých spermií. (Gamčík & Kozumplík 1984). 

 

3.3. Zpracování ejakulátu  

K získání kvalitní inseminační dávky vede dlouhá cesta. Od zisku semene přes ředění  

a správné uskladnění, manipulace s nimi a na konec k dobře provedené inseminaci. Na všech 

těchto bodech může dojít k znehodnocení inseminační dávky (Gamčík & Kozumplík 1984). 

Zpracování ejakulátu se dělí na ředění, chlazení, ekvilibraci a následnou konzervaci. Účelem 

ředění a konzervace spermatu je zajistit potřebu maximálního využití a prodloužení oplozovací 

schopnosti spermií, co nejdéle je to možné (Šmerha 1980). 

 

3.3.1. Ředidla 

Ředidla by měla obsahovat pufrovací schopnost, vhodnou osmolalitu a měla by chránit 

spermie před kryogenním poškozením (Maksimovic et al. 2018).  

Nejčastěji používaná ředidla jsou na bázi tris (hydroxymethyl-aminometan), citrátu 

sodného a cukrů (fruktózy, glukózy, sacharózy, rafinózy). Přidání kyseliny citronové, 

antioxidantů, mastných kyselin a antibiotik lze také zlepšit skladovatelnost ejakulátu. 

Používané látky živočišného původu jsou látky vaječného žloutku nebo mléčná ředidla, která 

se používají plnotučná, odstředěná nebo ve formě UHT mléka. Látky živočišného původu 

přináší riziko mikrobiální nákazy (Salamon & Maxwell 2000). Z tohoto důvodu se výzkumníci 

v  posledních letech zaměřují na záměnu živočišných látek za neživočišné látky (Gil et al. 2003). 

Ředidla je možné si vlastnoručně vyrobit nebo zakoupit již zhotovené jako např: 

komerčně vyráběná ředidla bez živočišných látek pod názvem Andromed, Biociphos, Biadyl, 

Optidyl, Optixcell, Ovixcell atd. Ředidla s živočišnými komponenty pak Triladyl a Ovipro  

(Hegedűšová et al. 2012). Množství použitého ředidla a semene závisí na metodě zpracování 

spermatu (Faigl et al. 2011). 

 

3.3.1.1 Ředidla na krátkodobou konzervaci  

Na krátkodobou konzervaci ejakulátu se využívají stejné komponenty jako při konzervaci 

býčího ejakulátu. V současnosti se používají ředidla na bázi Tris – glukóza – žloutek nebo Tris 

– citrát – fruktóza – žloutek (Shipley et al. 2007). Ředidla používaná na krátkodobou konzervaci 
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jsou uchována po dobu 8–12 hodin a jsou vyráběna v laboratořích nebo v polních podmínkách. 

Používaná ředidla jsou žloutko-citrátová, Šmerha, žloutko-citrátové upravená, mléčná, 

komerční ředidla bez komponentů živočišného původu (Andromed) nebo s komponenty 

živočišného původu Tryladyl a ovipro (Čunát 2013). 

Například Lopez Saez et al. (2002) zkoumali účinnost ředidel ejakulátu u krátkodobé 

konzervace. Zabývali se pohyblivostí spermií a procentem nepoškozených akrozomů. 

Zkoumaný ejakulát, byl skladován při 5 °C po dobu šestnácti dnů. Na výzkum bylo použité 

ředidlo odstředěné mléko, ředidlo Test, ředidlo Tris trehalosa. Vyhodnocení zkoumaných 

hodnot, bylo vždy po 24 hodinách a bylo zjištěno, že nejlepší výsledky mělo ředidlo Tris-

trehalosa. U tohoto ředidla byla naměřená pohyblivost spermií (94,7 ± 1,36 %) a mělo nejnižší 

procento spermií s nepoškozeným akrozomem. Ke konzervaci bylo použité medium trehalóza, 

které bylo zdrojem energie pro spermie a chránilo membrány buněk. Zjistilo se, že spermie 

skladované při teplotě 5 °C mají větší životaschopnost, než spermie skladované při 15 °C  

(Lopez Saez et al. 2002). 

Kozdrowski et al. (2007)ve svém výzkumu uvádí, že separací semenné plazmy pomocí 

odstředění a jejím následnou náhradou ředidly zvýšíme životaschopnost spermií jak při 

zmrazení, tak i po rozmrazení. Ředidla, které použil, jsou tris pufr obsahující glukózu, kyselinu 

citrónovou a glycerol s přídavkem vaječného žloutku (Kozdrowski et al. 2007). 

Salamon & Maxwell (1995) ve své práci uvádějí, že:,,Při ředění laktózy s arabskou 

gumou, citrátem, žloutkem a glycerolem, vychází březost ovcí kolem 26–65 %´´. Zatímco při 

běžných ředidlech laktózy s vaječným žloutkem jsou hodnoty kolem 12–46 %. 

Ředidla na bázi citrátu mají mnohem lepší integritu plazmatické membrány, procento 

hybnosti a progresivního pohybu spermií než ředidla na bázi Tris, avšak ředidla na bázi mléka 

mají podobné hodnoty, jako měli ředidla na bázi citrátu. Ředidla na bázi citrátu měla  

(70,32 ± 3,93 %.) a ředidlo na bázi Tris mělo hodnotu (55,48 ± 5,76 %.). Ředidla na bázi mléka 

měla hodnotu (65,38 ± 3,15 %.) a při skladování kolem 24–48 hodin bylo zjištěno, že mléčný 

ředidlo je pro spermie méně škodlivý než u ostatních dvou (Kozdrowski et al. 2007). 

 

3.3.1.2 Ředidla na dlouhodobou konzervaci  

Mezi základní ředidla v dnešní době řadíme destilovanou vodu, která slouží jako nosič 

komponentů: kryoprotektiva, pufry, cukry, antibiotika, aminokyseliny a mastné kyseliny 

(Beran et al. 2014). Na ochranu při mrazení inseminačních dávek se přidává do ředidel glycerol, 

což je kryoprotektivum a jeho optimální koncentrace se pohybuje v rozmezí 4–8 %  

(Salamon & Maxwell 2000). Kryoprotektiva jsou důležitou součástí ředidla, jelikož chrání buňky 

během kryokonzervace před roztrháním ledovými krystaly. Ty vznikají při procesu mrazení. 

Další vlastností této látky je ochrana buněk před chladovým šokem a také zvyšuje jejich 

odolnost (Ball & Peters 2004). Také dýchání spermií je základní životní projev, který započne 

již v ejakulátu pomocí produktů látkové výměny kyseliny mléčné. Ta postupně okyseluje 

prostředí a zpomaluje pohyb spermií. Dále navozuje anabiózu jejich odumírání (Mutalik et al. 

2014). Ředidla, která se používají k přípravě inseminačních dávek, by měla poskytovat 

spermiím energii, izotonický, osmotický tlak, pufrovací systém a chránit je před chladovým 
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šokem (Edmondson et al. 2012). Významný vliv na motilitu a dýchání spermií má hodnota pH, 

jeho optimální hodnota je okolo 6–6,5. V těchto hodnotách vykazují spermie nejvyšší příjem 

kyslíku a motilitu. Používaná ředidla jsou dostupné biochemické látky, které ovlivňují 

schopnost spermií a předchází jejich poškození v průběhu mrazicího procesu. Také slouží jako 

ochrana pro spermie během mrazení a zlepšují motilitu po jeho rozmrazování  

(Siddigue et al. 2006).  

Další, kdo zkoumali ejakulát u dlouhodobé konzervace, byli pánové Soltanpour &  

Moghaddam (2014), kteří posuzovali pH, životaschopnost spermií a její pohyblivost v průběhu 

3 dnů skladování po rozmražení ejakulátu. Získaný ejakulát, byl smíchán s  ředidly na bázi Tris  

o hmotnosti 3,7 g, kde byl přidán ředidlo ve formě 2 g kyseliny citronové a 1 g fruktózy. Druhé 

ředidlo bylo na bázi Tris 2,7 g a obsahovalo také 1 g kyselinu citronovou a 1,5 g fruktózy. 

Přísada Tris působila jako pufr, který zabraňoval výkyvům pH. Zdrojem energie byly přísady 

fruktózy a kyseliny citronové. Na ochranu buněčné membrány spermií během chlazení byla 

určená přísada vaječného žloutku. Poslední přísada měla za úkol chránit membránu během 

procesu. Z výzkumu bylo zjištěno, že lepší životaschopnost spermií a hodnot pH byli 

zaznamenané u druhého ředidla, kde výsledky dosahovaly hodnot životaschopných spermií 

přibližně (65,5 ± 2,44 %) a hodnota pH byla okolo (6,9 ± 0,07). 

 

3.3.2. Ředění ejakulátu 

Ředěním před konzervací spermatu zajistíme ideální podmínky pro delší životnost spermií a 

zachování jejich fertilizační schopnosti. Také pomocí ředění upravujeme koncentraci spermií, 

a tím získáme i větší objem ejakulátu, což vede k nainseminování většího počtu zvířat (Mocé 

et al. 2020).  

V posledních pár letech se používají tři metody na ředění beraního ejakulátu: skupiny 

extendory, protektory a implementory. Extendory slouží ke zvětšení objemu semene, které se 

používá v čerstvém stavu. Protektory se používají také na zvětšení objemu, ale zajišťují zdroj 

výživy a ochranu spermií v prostředí mimo organismus po delší dobu. Třetí skupina 

implementory slouží jako skupina protektory, ke kterým byly navíc přidány látky působící 

příznivě na pohlavní orgány samice, a to způsobuje příznivý proces oplození  

(Stádník & Doležalová 2015). 

 

3.3.2.1 Postup ředění krátkodobých konzervačních ředidel 

Nejdříve se musí stanovit objem ejakulátu a pomocí koncentrace a aktivity spermií se stanoví 

poměr ředění. Minimální počet spermií v inseminační dávce je 100 x 106 aktivních spermií, 

které jsou obsažené v inseminační dávce o velikosti 0,1–0,3 cm3 Ředění se provádí okamžitě 

po odběru přímo ve sběrači. Musíme dbát na teplotu ejakulátu, která by měla mít kolem 25–

30 C°. Tradiční poměr ředění se pohybuje v poměru od 1:2 do 1:5. Podle novějších ředících 

protokolů se poměr pohybuje mezi 1:10 až 1:15 (Kukovics et al. 2011). 

Stanovené množství ředidla se nasaje do vyhřáté odměrné pipety, kde se nechá 

pomalu stékat po stěně sběrače do spermatu. Při této manipulaci současně otáčíme pomalu 



18 

se sběračem. Dále se provede promísení, kde nasáváme a zase vypouštíme směs do sběrače. 

Do spermatu se nesmí foukat. Poté se ejakulát naředí a následně se použije k inseminaci. 

Uchovává se při teplotě 15 °C po dobu 5–9 hodin. Zchlazuje se velice pomalu a opatrně na  

15 °C. Poté 30 minut uchováme v lednici při teplotě okolo 3–5 °C, kde ředěný ejakulát 

ponecháme v nádobce obalené buničitou vatou. Takto uskladněné semeno lze použít do  

12–24 hodin k inseminaci (Louda & Hegedüšová 2009). 

 

3.3.2.2 Ředění dlouhodobé konzervace 

Abychom mohli stanovit množství ředidla k ředění, musíme znát hodnoty hustoty, aktivity a 

objemu ejakulátu. V první části je odebrané sperma okamžitě ředěno po odběru do poloviny 

konečného objemu. Semeno se následně uloží do chladničky, aby bylo zchlazeno na 1–3 °C 

během 90 minut. Během této doby je doředěna druhá část ředidla, která je přidávána po 

kapkách v průběhu 5 minut. Během celého ředění musí být zajištěna neustále stejná teplota 

ředěného ředidla a semene (Louda 2009). 

 

3.3.3. Chlazení a ekvilibrace  

Chlazení je proces adaptace spermií na zpomalení metabolismu. Ten se snižuje  

o polovinu s každým poklesem teploty o 10 °C. Takže pokud zchladíme spermie z původních 

39 °C na teplotu kolem 5 °C, tak se metabolismus spermií sníží na pouhých 8-10 %  

(Amann 1989). Jakmile rychle zchladíme spermie, začne redukce rozkladu fruktózy, obsahu 

kyslíku a syntézy ATP. Kvůli tomu spermie ztrácí zásobní energii a následně i motilitu. Proto 

naředěný ejakulát zchlazujeme pozvolna, aby nedošlo k chladovému šoku  

(Blackshaw & Salisbury 1957). 

Další důležitou součástí výroby inseminačních dávek je ekvilibrace. Jde o proces mezi 

zchlazováním a mražením. Délka ekvilibrace označuje celkový čas, během kterého ejakulát 

zůstává v kontaktu s glycerolem a kryoprotektantem před zmrazením. Dle objektivní analýzy 

je doba ekvilibrace zásadní krok pro správné udržení motility a integrity membrány spermie 

nezávislé na ředidle (Leite et al. 2010). Zde dochází k tomu, že glycerol penetruje do 

spermatických buněk a nastavuje určitou balanci mezi intracelulární a extracelulární 

koncentrací. Ekvilibrace spočívá v balanci a koncentraci glycerolu, ale i v osmoticky aktivních 

komponent ředidel. Musíme zohlednit to, že glycerol proniká velice rychle do buněk, takže 

dostatečně dlouhé ekvilibrační období je spíše nutné pro adaptaci membrán spermií na nízké 

teplotě během mrazení než pro prostup glycerolu do buňky (Salomon & Maxwell 2000). 

Délka ekvilibrace 

Délka ekvilibrace je variabilní a trvá od 30 minut do 24 hodin před nástupem další fáze mražení 

Spousty vědců ve svých výzkumech dosáhli odlišné doby ekvilibrace.  

 Pánové Awad & Dhami (2001) uvádějí ve své práci dobu ekvilibrace na 2 hodiny při  

5 C°. Dále uvádí, že při této délce a teplotě jsou výsledky přežitelnosti spermií ve srovnání  

s variantou bez použití ekvilibrace lepší (Awad 2011).  
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Kolektiv Muino et al. (2007) určili, že optimální délka ekvilibrace je kolem 4–18 hodin. 

Některé studie dokazují, že ekvilibrace trvající 18 hodin jsou nejvhodnější z hlediska zvýšení 

kvality vyrobených inseminačních dávek (Muiño et al. 2007). S tím souhlasí ve své publikaci  

i Arav et al. (2000) který uvádí, že pokud prodloužíme dobu ekvilibrace, tak se zvýší oplozovací 

schopnost spermie. Zde, ale vzniká problém mezi pracovní a časovou náročností u délky 

 ekvilibrace ve vztahu k celkovým nákladům, které jsou vynaložené na výrobu jedné  

inseminační dávky.  

I přes širou škálu výzkumů, stále existují pochybnosti ohledně vlivu doby ekvilibrace na 

následnou pohyblivost spermií, jejich integritu spermatických membrán a mitochondriálních 

funkcí po rozmrazení. Minimální délka ekvilibrace je stále sporná. Spolurozhodující faktor  

u ekvilibrace je také teplotní gradient chlazení. Jeho maximalizace přežití buněk, které jsou 

podrobeny zmrazení a rozmrazení, vyžadují pečlivý proces mrznutí (Arav et al. 2000).  

 

3.3.4.  Konzervace ejakulátu 

Zásadní vliv na konzervaci ejakulátu byl zaznamenán v roce 1960. V té době byla objevena v 

krevní plazmě Arktické tresky bílkovinná látka, která se označovala jako ,,Thermal hysteresis´´. 

Ta umožnovala rybě, že nezmrzne i při -2,5 °C. Treska pouze zpomalila životní projevy a při 1 

°C nad nulou plně ožívala. Látku identifikoval vědec jménem Davenport jako antifreeze 

glykopeptidy, které jsou využíváný ke zmrazení embryí a pohlavních buněk hospodářských 

zvířatKonzervace ejakulátu hraje důležitou roli v reprodukční biologii. Musíme dbát na kvalitu 

inseminační dávky, jeho správné uskladnění, manipulaci a nakonec dobře provedenou 

inseminaci, která je základem každého chovu. Hlavním problémem rozvoje umělé inseminace 

u všech živočichů je schopnost uchovat životaschopnost spermií mimo organismus, po co 

nejdelší dobu. Konzervace ejakulátu u většiny živočišných druhů vyvolává poškození buněk. 

Pokud jsou buňky poškozené, snižuje se životaschopnost a fertilita spermií. Vhodný způsob 

ředění zabraňuje poškozování membrán spermií (Kubovičová 2011). Konzervace ejakulátu 

beranů je jedna z novějších metod, která se začala používat teprve nedávno. Ejakulát berana 

oproti ejakulátu býka je mnohem citlivější na nižší teploty  

a zmrazování (Stádník 2015). V posledních letech se zmrazování ejakulátů u beranů 

zefektivnili, a to za použití izotermických boxů nebo programovatelného zmrazovače, i když 

nedosahují takových aplikovaných hodnot jako u skotu (Kubovičová 2011).  

Pro konzervaci inseminační dávky se nejčastěji využívají dvě metody. Skladování  

v tekutém stavu a kryokonzervace neboli mrazení (Allai et al. 2017). 

 

3.3.4.1 Konzervace v tekutém stavu  

Ejakulát, který se konzervuje v tekutém stavu, je určen k přímému použitý. Skladování 

inseminační dávky je v teplotách okolo 4 °C. Výhodou u této metody je, že si spermie uchovává 

na vysoké úrovni svoji oplozovací schopnost, a to do 48h po odběru (Louda et al. 2001).  

Použitím čerstvého ejakulátu je procento zabřeznutí až 75 % při intracervikalní inseminaci, 

avšak každým dnem skladování tato schopnost klesá, a to až o 35 % (Hegedüšová et al. 2012). 
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Nicméně Salamon et al. (1979) zjistili, že je možné dosáhnout uspokojivé oplozovací 

schopnosti, a to i po 8 dnech provedení inseminační metodou laparoskopickou.  

 

3.3.4.2 Konzervace v mrazeném stavu 

Kryokonzervace ejakulátu je jednou z nejhlavnějších a nejpoužívanějších metod, které se 

používají při konzervaci živočišných genetických zdrojů. Dále se využívají v chovu a šlechtění 

hospodářských zvířat. Tato konzervace nám umožnuje flexibilitu v načasování inseminace, 

 a to i mimo říjivé období (Gordon 2004). 

Dle Gordona (2004) je aktivita rozmraženého beraního spermatu při dlouhodobé 

konzervaci velmi dobrá, ale jeho oplozovací schopnost bývá velmi špatná až nulová. Mrazení 

snižuje životaschopnost spermií o 50 %. Na nízkou oplozovací schopnost po rozmražení 

inseminačních dávek má vliv průběh mrazení. Ejakulát zmrazujeme dostatečně pomalu, aby 

voda mohla opustit spermie buňky a nedošlo k poškození struktury spermie období  

(Gordon 2004).  

Sharon (2015) tvrdí, že 20 mM "L-glutamin" a 25 mM "L-prolin" mohou být použity, 

jako přísada ejakulátu pro zmrazení ejakulátu beranů, protože zlepšují charakteristiku  

spermatu před zmrznutím a jeho následným rozmrznutím. Musí se brát i ohled na optimální 

rychlost mrazení, aby buňka přešla přes kritický tepelný rozsah, který je okolo -10 až -25 °C.  

 Dle Kumara et al. (2003) je kritický tepelný rozsah mnohem větší, a to v rozmezí -5 až  

-50 °C. Tento kritický bod později určí, zda spermie zůstane v rovnováze s extracelulárním  

prostředím nebo se postupně prochladí a zvýší se možnost tvorby intracelulárních ledových 

krystalů (Kumar et al. 2003). 

Rubei et al. (2004) shledali jako kritickou teplotu -6 až -15 °C. Teplota ve vzorku se mění 

v závislosti na biologickém materiálu, tepelné vodivosti a geometrickém tvaru nádoby  

(Diller 1992). 

Polge et al. (1957) navrhli využití pomalejšího mrazení rychlostí 1 až 2 °C/min mezi 5 až 

-15 °C, dále pak 4 až 5 °C/min mezi -15 až -79 °C.  

Bhosrekar et al. (1994) také propagovali rychlost mrazení 15 °C/min v intervalu 5 až  

-100 °C a poté jeho přeložení do tekutého dusíku. U chlazení spermií od 4 do -120 °C o rychlosti 

20 nebo 30 °C/min. Chlazení spermií přinášelo lepší motilitu a oplozovací schopnost  

v inseminačních dávkách (Bhosrekar et al. 1994). 

Jedním z prvních, kdo využíval kontrolované chlazení inseminačních dávek, byl Ferero-

Gonzalez et al. (2012). Ten dosáhl lepších kvalit zmrazeného ejakulátu pomocí rozdílných fází 

mrazení, které dosahovali lepších výsledků životaschopnosti spermií po rozmrazení.  

Stradaioli et al. (2007) také využíval kontrolované chlazení, kde využíval teplotní  

gradient v první fázi z 5 °C na -5 °C rychlostí 3 °C/min, v další fázi z -5 °C na -42 °C rychlostí 

 -40 °C/min a z - 42 °C na -140 °C rychlostí -10 °C/min. Následně byly dávky vpraveny do 

tekutého dusíku -196 °C (Stradaioli et al. 2007). 

Mechanismy, které snižují funkčnost životaschopnosti spermií při kryokonzervaci je 

složení lipidů a trans dvojvrstvé fosfolipidové asymetrie v plazmatické membrány spermií  

(Hinkovska Galcheva et al. 1989). Následné přechody během ochlazování a ohřívání  
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inseminačních dávek způsobují modifikaci plazmatických membrán, což vede ke špatné  

plodnosti. (Graham & Pars, 1992). Chladový šok vede k nadměrné intracelulární tvorbě 

hladiny, která je způsobena ničením permeabilitu membrán spermií pro vápník, která má za 

následek snížení aktivity spermií a následnou jejich nekrózu (Robertson et al. 1990). Za pomocí  

kryoprotektiv v kryokonzervantech způsobíme lepší přežitelnost spermií. O těchto přípravcích 

se dozvíme více v následující  kapitole,, 3.6.2 Kryoprotektiva´´. Dříve se beraní sperma  

zmrazovalo v ampulích. Dnes je tato metoda málo používaná a zmrazování se provádí v PVC 

pejetách nebo ve formě pelet, které mají tvar kuliček. Rozdíl mezi těmito formami je i ve 

 způsobu zmrazování. V pejetách se provádí zmrazování pomocí kapalného dusíku. V peletách 

se mrazí za pomocí suchého ledu. Na konci tohoto procesu se obě metody uloží do tekutého 

dusíku při teplotě skladování -196 °C (Salamon & Maxwell, 2000). 

 

Postup zmrazování ejakulátu v pejetách  

Naředěné semeno plníme do pejet o celkovém objemu 0,25–0,5 cm3. Následuje  

zmrazování pejet jednostupňovou nebo dvoustupňovou metodou zmrazování.  

Jednostupňové mražení spočívá v tom, že se semeno naředí v požadovaném poměru  

i s požadovaným množstvím glycerinu (5–8 %). Teplota by se měla pohybovat okolo 30 °C. 

Ekvilibrace trvá 1,5–2 hodiny při teplotě okolo 5 °C.  

U dvoustupňového zmrazení se semeno po odběru přeředí na poloviční stupeň 

 konečného ředění ředidlem bez glycerinu. Následně semeno zchladíme v ledničce na 5 °C, kde 

ho ponecháme 1,5 –2 hodiny. Po uplynutí této doby přidáme druhou část ředidla  

s glycerinem. Uložení pejet je 3–4 cm nad hladinou tekutého dusíku při teplotě -80 až -100 ° C 

po dobu 7–8 minut. Následně se pejety ponoří do kontejneru s tekutým dusíkem, kde teplota 

dosahuje -195 °C (Zemánková 2017). 

 

Postup zmrazování ejakulátu v  peletách 

Postup mrazení beraního spermatu v peletách při japonské metodě je velice  

jednoduchý a se svoji nenáročností na přístrojové vybavení neznámější na světě. Jedinou  

nevýhodou u této metody, je její náročnější příprava inseminační dávky a nebezpečí  

kontaminace. (Louda &Hegedüšová 2009). 

K mražení touto cestou se používá složení: destilovaná voda 100 cm3, citrát sodný 2 g, 

glukóza bezvodá 4,8 g, vaječný žloutek 20 cm3 a glycerín 6 cm3. 

Ekvilibrace s naředěním roztokem se provede 1,5–2 hodiny v chladničce při 5–6 ° C. 

Získané semeno se zmrazuje na suchém ledu o teplotě 79 °C. Následně se nakapává do důlků 

zhotovených důlkovačem o objemu 0,1–0,3 cm3. Doba zmrazování je 7–8 minut. Po uplynutí 

zmrazovací doby se pelety přesypou pomocí nálevky, která je vychlazená tekutým dusíkem do 

kelímku. Ty jsou označeny na vnějším obvodu číslem berana a následně se dovnitř vkládá 

lísteček s číslem berana, datum odběru a počet inseminačních dávek. Kelímky se uloží do 

kontejneru, kde je tekutý dusík. Inseminační dávky by měli po rozmrazení dosahovat 

minimálně 40 % aktivitě spermií (Zemánková 2017). 
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3.3.5.  Techniky rozmrazování spermií  

Inseminační dávka ve formě pelety  

Inseminační dávka ve formě pelety se vloží do předehřáté zkumavky o objemu 2 cm3. Ta se 

ponoří do vodní lázně o teplotě 40 °C. Ve vodní lázni se inseminační dávka rozmrazí  

a následně se přidá 1 cm3roztoku citrátu sodného zahřátého na 39 °C. Nakonec se 

z odebraného vzorku provede mikroskopická zkouška aktivity spermií  

(Louda &Hegedüšová 2009). 

 

Inseminační dávka ve formě pejety  

Inseminační dávka ve formě pejety se rozmrazí ve vodní lázni o teplotě 39°C. Získaný obsah 

ejakulátu, se promíchá přepouštěním vzduchové bubliny v pejetě. Následně se obsah vytlačí 

z pejety do vyhřáté zkumavky s 0,5 cm3 roztoku citrátu sodného. Nakonec se provede zkouška 

aktivity spermií pod mikroskopem (Shipley et al. 2007). 

 

3.3.5.1 Další metody kryokonzervace 

Dalšími metodami, které se používají na kryokonzervaci, jsou lyofilizace a vitrifikace, 

což je novější způsob mrazení (Gil et al. 2014, Arando et al. 2019).  

 

Lyofilizace 

Je metoda, kde je použitý materiál na inseminační dávku smíchán s lyofylizačním médiem a 

následně vysušen na hodnoty, při kterých neprobíhá biologické a chemické reakce. Spermie 

jsou nejprve zmrazené v tekutém dusíku. Po zmrazení následuje dvoufázová metoda sušení, 

která probíhá za velmi nízkého tlaku, při němž led se mění na vodní páru  

(Jennings 2002). Další částí je rehydratace spermií přidání čisté vody, kde koneční objem by 

měl být stejný jako před přidáním lyofylizačního média. Nevýhodou při této metodě je, že 

spermie ztrácí, kvůli lyofilizaci svojí motilitu, což vede k použitý metody ICSI 

(Intracytoplazmatické injekce spermií) (Olaciregui et al. 2017). Další velkou nevýhodou je 

možnost poškození integrity DNA vlivem oxidačního stresu (Gil et al. 2014). Výhodou u této 

metody je snížení nákladů na uskladnění a přepravu inseminačních dávek. Vzorky zmrazené 

touto metodou je možné skladovat při teplotě 4 °C nebo při pokojové teplotě až jeden rok 

(Anzalone et al. 2018).  

 

Ultra-rychlé mrazení (vitrifikace)  

Dalším způsobem kryokonzervace je pomocí procesu ultra-rychlého mrazení (vitrifikace), 

která byla navržena jako nová technika používaná hlavně pro skladování embryí. Tato technika 

je založena na ultrarychlém mrazení buněk přímým ponořením do kapalného dusíku. Metoda 

se liší tím, že při normální cestě konvenční kryokonzervace dochází k tvorbě krystalů ledu. 

Vitrifikace, ale přeměňuje roztok z kapalného stavu na sklovatění stav, bez tvorby 
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intracelulárního ledu s možností použití volného žloutku. Také postup je rychlejší, jednodušší 

v aplikaci a nákladově efektivnější než konvenční kryokonzervace.  

K ultra-rychlému mrazení (vitrifikace) se využívá vysoká koncentrace kryoprotektiv a 

ultrarychlé zmrazení přímo do tekutého dusíku. Nevýhodou je počáteční křehkost vzorku a 

vysoká cytotoxicita způsobena vysokými dávkami kryoprotektantů. Dalším problém je, že 

spermie při vitrifikaci přichází o pohyblivost. To má za následky větší citlivost na osmotické a 

chemické účinky spermií. Avšak tento způsob má do budoucna velký potenciál, a to za pomocí 

technika ICSI (intracytoplazmatická injekce spermie), kde mohou být spermie injektované do 

oocytů (Jiménez-Rabadán et al. 2015). 

S ohledem na nedostatek znalostí o optimální míře ředidla při ultra-rychlém mrazení 

(vitrifikace) byl proveden výzkum, kde se zkoumala toxicita sacharózy a glycerolu na základě 

různých koncentrací. V druhém výzkumu se zkoumala toxicita při ředidlech s vaječným 

žloutkem. Výsledky z výzkumu poukazovali na to, že ředidla s nižší koncentrací sacharózy a 

glycerolu vykazovaly vyšší procento pohyblivých spermií, životaschopných spermií a spermií 

s intaktním akrozomem než s vyšší koncentrací. Dále bylo zjištěno synergický účinek mezi 

cukry a kryoprotektany. To by mohlo vést ke snížení koncentrace použité propustné 

kryoprotektory, čímž by se snížil negativní účinky na spermie během vitrifikace.  

Na základě celkových výsledků bylo zjištěno, že ředidla založená na kombinaci 

glycerolu a sacharózy nejsou nijak moc užitečné pro vitrifikaci. Avšak vitrifikace za pomoci 

ředidel s vaječným žloutkem nabízí slibné využití do budoucna (Arando et al. 2019).  

 

3.4. Modifikace konvenčních ředidel za účelem zlepšení životaschopnosti 

spermií  

Úpravou konvenčních ředidel za účelem zlepšení se zajímá spousta odborníku. Avšak 

nikdo ještě nevynalezl žádné ředidlo, které by stoprocentně uchovalo životaschopnost 

spermií, zejména u beranů. Poslední roky, je tomuto zlepšení a nahrazení věnováno mnohém 

více úsilí a spousta výzkumů je na dobré cestě k naleznutí lepšího konvenčního ředidla.  

 

3.4.1. Aditivní látky v ředidlech  

Aditivní látky se do ředidel přidávají, jelikož chrání spermie během procesu chlazení  

a zmrazovaní. To je způsobováno vysokou koncentrací polynenasycených mastných kyselin 

v plazmatické membráně spermií berana (Jones & Mann 1976). Kvůli tomu jsou buňky tolik 

citlivé na chladový šok i na peroxidaci lipidů v přítomnosti reaktivních forem kyslíku  

(Holt 2000). Pro správné udržení fyziologické činnosti je důležitá rovnováha mezi produkcí  

reaktivních forem kyslíku a její recyklací kolem spermií. Jakákoliv nerovnováha vede k narušení 

funkci spermií prostřednictvím oxidačního stresu, která vede ke ztrátám aktivity spermií při 

dlouhodobém skladování (Aitken & Gibb 2016). Spermie berana produkují během zpracování 

velké množství peroxidu vodíku, což má za následek snížení pohyblivosti po jejich rozmrazení.  

(Maia et al. 2014). Abychom dosáhli úspěšnému skladování, musí se zpomalit buněčnou 
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metabolitu spermií a tím se prodlouží jejich životaschopnost (Aitken & Gibb 2016). K dosazení 

zlepšení jejich kvality jsou do ředidel přidávaní různé aditivní látky a kryoprotektanty. Ty jsou 

následně používány pro lepší proces chlazení inseminačních dávek (Fiser 1991). 

Ředidla jsou navrženy na základě empiricky ověřených dat, chránit a udržovat spermie 

při skladování a zpracování spermatu. Většina ředidel je založena na mléce nebo na vaječném 

žloutku. Avšak použití ředidel se složkou živočišného původu vede k velkému riziku 

kontaminace (Bergeron & Manjunath 2006). S tímto problémem souhlasí i řada dalších 

odborníků. Dle výzkumu Ptáček et al. (2019) byly zjištěny nežádoucí účinky vaječného žloutku 

na plodnost kryokonzervovaného spermatu u beranů. Zjistilo se, že žloutek může svou 

produkcí metabolitů a toxinů způsobovat snížení kvality spermatu, což může svojí přítomností 

v ředidlech způsobovat snížení motility a dýchání spermií (Ptáček et al. 2019). 

 V dnešním moderním světě se pokouší oprostit se od těchto živočišných přísad  

a nahradit je chemicky definováním mrazicím médiem, které by dokázali zlepšit 

reprodukovatelnější výsledky. Vývoj tohoto vhodného média pro sperma berana zůstává stále 

v nedohledu (Fukui et al. 2008). 

 

3.4.1.1 Antioxidanty 

Ve výzkumu o zlepšení parametrů kvality spermií byly použité ředidla s použitím antioxidantů, 

které i v malých koncentracích, zlepšují funkci spermií během konzervace  (Mara et al. 2005). 

Každá spermie má antioxidační obranný systém, ale při ředění s antioxidanty tento obranný 

systém může být snížen (Bucak et al. 2012). 

Enzymatické antioxidanty chrání buňky před reaktivní formou kyslíku. Ty udržují  

spermii ve správné fyziologické činnosti (Baumber et al. 2000). Hlavním aktivním 

antioxidantem v čerstvém spermatu je enzym superoxid dismutáza (Martí et al. 2008). Dalšími 

antioxidanty jsou kataláza, glutathionperoxidaza a glutathionreduktáza. Patří sem  

i neenzimatické antioxidanty jako jsou methionin, kyselina askorbová a α-tokoferol  

(Bucak et al. 2012). 

Fang et al. (2015) zkoumali antioxidační účinky astaxanthinu, který je považován za 

jeden z nejsilnějších antioxidantů v přírodě. Při výzkumu zjistili, že během konzervace 

suplementace se zlepšila životaschopnost uloženého spermatu.  

 

3.4.1.2 Enzymy 

Enzymatické antioxidanty patří do makromolekul, které chrání buňky před přítomnosti 

reaktivních forem kyslíku (Barreiros et al. 2006). Hlavním aktivním enzymem v čerstvém 

spermatu je enzym superoxid dismutáza (Martí et al. 2008). Antioxidační kapacita tohoto 

enzymu se mění jak s kvalitou semene, tak i během procesu zmrazování a rozmrazování  

(Bucak et al. 2008). Mnoho autorů poukazovalo na to, že spermie po ochlazení, mají předčasné 

kapacity a to má za následek nízkou plodnost. Proto by se nemělo zapomínat na hodnocení 

motility spermií a mitochondriální funkci spermií (Câmara et al. 2011a). K hodnocení  

mitochondriálních funkcí se využívá Clarkovy elektrody. Pomocí toho se měří rozpuštění kyslík. 
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Měření je způsobeno enzymy, již jsou přírodními katalyzátory a umožnují přeměnu substrátu 

na produkty. Kvůli tomu můžeme měřit úbytek kyslíku nebo nárůst (Martí et al. 2008). 

Forouzanfar et al. (2013) uvedl, že přidáním 800 U / ml nebo 150 µM enzymu superoxid 

dismutáza k ředidlu poskytlo větší ochranu buňkám spermií berana během chlazení.  

Silva et al. (2011) přišli na to, že přidáním 100 U / ml enzymu superoxid dismutáza vedlo 

ke zlepšení integrity akrozomu a lepší ochraně mitochondrií spermií.  

Další významný enzym je kataláza, která funguje jako katalyzátor rozkladu peroxidu 

vodíku na vodu a kyslík. Používá se ke zlepšení antioxidační kapacity spermií  

(Maxwell & Stojavone, 1996). Maia (2006) zjistila, že bylo vyšší procento intaktní plazmy  

a akrozomových membrán, když bylo sperma berana kryokonzervováno pomocí ředidel, které 

obsahovaly vaječný žloutek Tris-hydroxymethylaminometan (Tris) obsahující 50 ug/ml 

katalázy. V dalších pokusech se přišlo na to, že zahrnutí 100 a 200 U/ml katalázy do ředidel 

může zabránit škodlivým účinkům chlazení na celkovou motilitu spermií a umožnit větší 

procento přežití spermií během skladování kapaliny při 5 °C. Ředidla obsahující nad 200 U/ml 

katalázy měli však toxický účinek pro spermie  

Dalšími enzymy pro řízení koncentrací buněčných peroxidů jsou, glutathionperoxidaza 

a glutathionreduktáza. Patří sem i neenzimatické antioxidanty jako jsou methionin, kyselina 

askorbová a α-tokoferol (Bucak et al. 2012). Zde však Silva et al. (2011) při svých výzkumech 

nezjistili žádné lepší účinky při přidání glutathionperoxidaza. S tím souhlasil i při svých 

výzkumech Bucak et al. (2008), kde také nedospěli k žádným pozitivním účinkům. 

 

3.4.1.3 Vitamíny 

Abychom zachovali kvalitu spermií, nesmíme zapomenout do média pro uchování spermatu 

přidat vitamíny. Mezi nejhlavnějšími vitamíny patří alfa-tokoferol, vitamín E, trolox, kyselina 

askorbová a vitamín B12. Vitamín alfa-tokoferol je jeden z antioxidantů spermií, který se hojně 

vyskytuje v membráně spermií (Aitken 1995). Vitamín E je lipofilní antioxidant, ten chrání 

polynenasycené mastné kyseliny v tkáních před peroxidací. 

Výzkum Anghel et al. (2010), Azawi & Hussein (2013) a AminiPour et al. (2013) uvádí, 

že přidání vitaminu E zvýšilo životaschopnost a motilitu spermií, které byly uchovávání při 

teplotě 5 °C po dobu 120 hodin a po kryokonzervaci. S tímto souhlasil i Kheradmand et al. 

(2006) ve svém výzkumu, kde přidáním 1–2 mg vitamínu E do pufru vaječného žloutku, zlepšilo 

mortilitu a integritu spermatické membrány v chlazeném semeni berana.  

Vitamín trolox je analog vitamínu E a je ve vodě rozpustný. Je to antioxidant jako 

 vitamin E a používá se v biologických nebo biochemických aplikacích ke snížení oxidačního 

stresu nebo poškození. Tento analog vitaminu E měl negativní výsledky ohledně kvality spermií 

během kapalného skladování ejakulátu. Avšak po rozmrazení kryokonzervovaných spermií se 

zvýšila integrita plazmatické membrány i motilita a životaschopnost spermií (Silva et al.2013).  

Maia et al. (2007) uvádějí, že přípravek Trolox v koncentracích od 50 do 100 uM  

zvyšoval pohyblivost spermií po rozmrazení. 

https://en.wikipedia.org/wiki/Antioxidant
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Dalším nejdůležitějším vitamínem je kyselina askorbová, neboli vitamín C. Tento  

vitamín udržuje genetickou integritu spermií tím, že zabraňuje oxidačnímu poškození DNA  

spermií. (Sonmez et al. 2005). 

 Fraga et al. (1991). Azawi & Hussein (2013) zjistili zlepšení životaschopnosti a motility 

spermatu v ředidle na bázi Tris, který obsahoval vitamín C o koncentraci 0,9 mg / ml. 

Sanchez-Partida et al. (1997) uvádějí, že zahrnutí kyseliny askorbové do ředidla na bázi 

Tris při 50 nebo 100 mM snížilo procento pohyblivých spermií po rozmrazení ve srovnání  

s kontrolním vzorkem. 

Dalším vitamínem je vitamín B12, který slouží jako koenzym v biochemických reakcích, 

jako je syntéza methioninu a metabolismus rozvětvených aminokyselin (Juanchi 2000).  

Asadpour et al. (2012) přišli na to, že u ředidla na bázi citrátu Tris doplněný vitamínem 

B12 o koncentraci 2 mg / ml zlepšili biochemické reakce.  

3.4.1.4 Aminokyseliny  

Aminokyseliny jsou neenzymatické lapače, které mají antioxidační vlastnosti a jsou v semenné 

plazmě. Nejdůležitější aminokyseliny, které se přidávají do ředidel, jsou: Taurin, hypotaurin, 

prolin, glutamin, glycin, histidin a cystein (Sánchez -Partida et al. 1997). Ty snižují fragmentaci 

DNA spermie a zlepšují pohyblivost, životaschopnost a integritu membrány  

spermií po rozmrazení. Jednou z prvních zmiňovaných aminokyselin je cystein, který chrání 

spermie před toxickými metabolity kyslíku vyvolanými peroxidací lipidu (Bucak et al. 2009).  

Uysal & Bucak (2007) uvádějí, že aminokyselina cystein při 10 mM chrání vlastnosti 

spermií po procesu zmrazení a rozmrazení ve větší míře než jiné koncentrace. S tímto souhlasí 

i Bucak et al. (2008), který přidal cystein v koncentraci 5 Mm do ředidla na bázi Tris 

suplementovaný a do druhého ředidla na bázi sojového lecitinu přidal 10 mM cysteinu. Obě 

zkoumaná ředidla vedla k větší pohyblivosti spermií po rozmrazení 

Další významnou aminokyselinou je methionin, kde Bucak et al. (2012) zjistili, že 

přidáním 1, 2 a 4 mM methionin zlepšuje motilitu a životaschopnost spermií během skladování 

spermií v kapalině.  

Glutamin je aminokyselina, která má příznivý vliv na zlepšení motility  

a životaschopnosti během mrazení. Bucak et al. (2008) uvedli, že přidáním 5 mM glutaminu se 

zlepšují výsledky.  

Aminokyselina Taurin, která je přidaná do ředidla, zlepšuje kvalitu chlazení,  

pohyblivost po rozmrazení a životaschopnost. (Rather et al. 2016). 

 

3.4.1.5 Rostlinné extráty  

Rostlinné výtažky z různých druhů rostlin vedlo v několika studiích ke zlepšení kvality 

spermatu (Mehdipour et al. 2016). 

Například hřebíček, jenž je bohatý na kyselinu fenolovou, flavonolovou, glukosidy,  

fenolové těkavé oleje a taniny. Tyto sloučeniny mají schopnost fungovat jako lapač volných 

radikálů a jako chelátor kovů (Motlagh et al. 2014). 
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Baghshahi et al. (2014) uvedli, že přidáním hřebíčkových pupenů k ředidlu na bázi  

vaječného žloutku Tris o koncentraci 35 a 75 µg / ml, mělo za následek lepší pohyblivost  

spermií po ochlazení a zmrazení a rozmrazení.  

Extrát z rozmarýnu dle práce Motlagh et al. (2014) vedla ke zlepšení celkové motility  

a funkčnosti plazmatické membrány zmrazeného spermatu, a to přidáním ředidla na bázi 

sójového lecitinu, který byl doplněný 4 % a 6 % vodního extraktu z rozmarýnu. Studie se týkala  

nahrazení živočišných ředidel, které by snižovali nežádoucí účinky. Při výzkumu byli použité 

syntentické ředidla bez živočišných látek na bázi BSA a AndroMeda za přítomnosti sojového 

lecitinu a ředidla na bázi Tris, který obsahoval vaječný žloutek. Z výsledků bylo zjištěno, že se 

míra zabřeznutí nelišila u obou ředidel (Tris 64,5 %, BSA 58 % a AndroMed 56,7%). Míra 

bahnění byla u všech pozorovaných řediel byla totožná. U ředidla Tris byli hodnoty kolem 

 64 % a na bázi AndroMed byli hodnoty kolem 57 % a u BSA 55 %. U všech ředidel dosahovala 

plodnost podobných výsledků. Pozitivní výsledky vedli k závěru, že by šlo odstranit všechny 

zvířecí ředidla včetně vaječného žloutku a mléka za účelem eliminaci hygienických rizik. Dále 

bylo prokázáno, že živočišní ředidla snižují integritu akrozomu a životaschopnost ejakulátu po 

rozmrazení (Gil et al. 2010). Ředidla na bázi sójových bobů nedosahoval pozitivních výsledků 

u plodnosti při cervikální inseminaci, kde hodnoty byli 20–30 %. Avšak u metody intrauterinní 

byli výsledky okolo 60–80 %. Výzkum došel k závěru, že se ředidla na bází živočišného média 

dá nahradit ředidlem AndroMed, který lze použít pro intrauterinní Inseminaci  

(Motlagh et al. 2014.) 

Mehdipour et al. (2016) zjistili, že přidáním extraktu ze zeleného čaje k ředidlu 

sójového lecitinu chrání spermie před poškozením, které je způsobováno oxidačním stresem 

během kryokonzervace.  

Provedené studie od (Allai et al. 2017) uvádějí, že přidáním arganového oleje  

a kaktusového oleje v malém množství k ředidlu vaječného žloutku nebo k odstředěnému 

mléku Tris mělo za následek zvýšení motility spermií a jejich progresivního pohybu, 

životaschopnosti i integritu membrán. Nevýhodou bylo, že se snížila fragmentace DNA 

v semenu a peroxidace lipidů.  

Kyselina gallová a karnosová zlepšují kvalitu zmrazených a rozmražených spermií  

berana. V této studií byli zjišťováni pozitivní účinky kyseliny gallové a karnosové, které by měli 

zlepšit kvalitu zmrazených a rozmražených spermií. Tyto látky byli získáni z lusků rohovníku a 

extraktu z rozmarýnu. Výzkum byl prováděn na ředidlu na bázi Tris o obsahu 0,05 nebo 2 mM 

kyseliny gallové a 0,05 nebo 0,2 mM kyseliny karnosové. Dle výzkumu se zjistilo, že  

spermie doplněna 2 mM kyseliny gallové měly větší celkovou pohyblivost než kontrolní  

spermie. Suplementace 0,05 kyseliny karnosové vedla k nejlepší mitochondriální funkci  

zmrazených a rozmražených spermií berana. Dále se studie zaměřila na sloučení obou studií  

a stanovila pozitivní účinky na plodnost zmrazených a rozmrazených spermií 

(Bucak et al. 2008).  
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3.4.1.6 Další sloučeniny 

Sloučeniny resveratrolu nebo kvercetinu, které jsou neflavonoidové a flavonoidní  

polyfenoly se silnou antioxidační aktivitou. (Stojanovic et al. 2001). Silva et al. (2012) přidali 

sloučeninu resveratrolu nebo kvercetinu (5–20 µg / ml) k ředidlu na bázi vaječného žloutku 

Tris. Ten měl za následek zlepšení mitochondriální membrány a celkové životaschopnosti 

spermií.  

Anel et al. (1984) uvádí, že použití sloučeniny kofeinu má za následek zlepšení  

stimulace motility a zlepšení kvality spermatu. Soeparna et al. (2011) uvedli, že ředidla 

vaječného žloutku Tris doplněný o 4 mM kofeinu mělo za následek zlepšení kvality spermatu. 

Špaleková et al. (2014) uvádějí, že kofein má pozitivní vliv také na pohyblivost spermií v chladu.  

Želatina je další sloučeninou, co zlepšuje kvalitu ejakulátu. Meque et al. (2005) ve své 

práci srovnávali různé koncentrace želatiny (0,5 %, 1 %, 2% a 4%) v ředidle na bázi sójového 

mléka pro skladování kapaliny spermatu. Zjistili, že nejúčinnější koncentrace želatiny je 0,5%. 

Nejpoužívanějším ředidlem ke konzervaci spermatu je mléko. U tohoto  

konzervantu však fertilizační schopnost spermií klesá a to zhruba po 8-10 hodinách skladování. 

Ke zvýšení fertilizaci zkusili vědci Nagy et al. (2002) a López-Gatius et al. (2005) použít želatinu, 

která by měla zvýšit viskozitu média a snížit pohyblivost spermií. Metoda byla poprvé zkoušena 

v první polovině 20. století v nynějším Rusku. Ve své novější studii pánové Nagy a Lopez-Gatius 

provedli tuto metodu u králíků, kde došli k uspokojivým výsledkům ohledně zachování 

fertilizační schopnosti u spermií po dobu 72 hodin. Dle Nagy et al. (2002) a López-Gatius et al. 

(2005) uvádějí, že by pevné skladování spermatu v želatinové podobě mohlo vyřešit problémy 

ohledně beraního spermatu. Studie zaměřená na přidání želatiny do standartního řediedel 

mléka byla navržena, tak aby se zjistili přínosy při skladování ovčího spermatu při 15°C. 

Posuzování bylo hlavně na motilitu a integritu membrán spermií, a to až do 2 dnů. Dále se 

posuzovala kapacita penetrace in-vitro po 24h skladování inseminační dávky. Při pokusu bylo 

sperma naředěno ve dvou ředidlech. První použité ředidlo bylo  CONTROL a druhým ředidlem 

byl GEL, ke kterému byla přidána želatina. V první studii, kde se posuzovala motilita a integrita 

spermií, proběhli tři měření a to po 2, 24 a 48 hodinách skladování. Ve druhé studií se 

posuzovala kapacita penetrace in vitro po dobu 2 až 24 hodinách v ředidle CONTROL. Ve 

druhém ředidle GEL (doplněném 1,5 g/100 ml želatiny) proběhlo posouzení až po 24 hodin v 

ředidle. 

Z výsledků u prvního pokusu vyplynulo, že ředidlo se želatinou mělo pozitivnější vliv 

než ředidlo CONTROL. V prvním měření, které proběhlo po 2 hodinách, se hodnoty nelišili u 

pohyblivosti spermií, ale u integrity membrán byli pozorované první odlišné hodnoty, které 

byli lepší u ředidla GEL. Z dalších výsledků vyplynulo, že motilita a integrita spermií byla u 

ředidla GEL zachována během skladování až do 48hodin. U druhého ředidla CONTROL byl 

pozorován pokles motility a integrity spermií už po 24 hodinách skladování. 

 U druhého pozorování se také prokázali lepší výsledky u ředidla Gel a to při schopnosti 

pronikání ovčích spermií do jehněčích oocytů in vitro po 24 hodinách skladování ejakulátu. 

 Největší otázkou v této studií je, jak přesně želatina zlepšuje životaschopnost spermií. 

Ví se, že spermie v kapalném stavu podléhají sedimentaci, která způsobuje nejenom výkyvy 
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ph, ale taky zvyšuje koncentraci toxických metabolických produktů. Předpokládá se, že 

skladování v pevném stavu zabraňuje této sedimentaci a imobilizaci spermií, kde dochází ke 

snížení metabolických nároků ohledně pohybu spermií, co má následně pozitivní vliv na jejich 

delší fertilní život. Výsledky v tomto výzkumu ukazují, že skladování v pevném stavu při 15 °C 

zlepšuje přežití spermií v in vitro (Nagy et al. 2002). 

Kanthaxanthin je další ze sloučenin nacházející se v rostlinách, zelených řasách atd. 

Souza et al. (2017) přidali 10 a 25 μM kanthaxanthinu do ředidla na bázi Tris, který obsahuje 

vaječní žloutek, který byl použit pro kryokonzervaci spermatu a v konečném výsledku měl za 

zlepšení ochranu spermatu při kinetických změnách po inkubaci při teplotě 37 ° C po dobu  

2 hodin. 

 

3.4.1.7 Semenná plazma 

Semenná plazma je komplex složen z mnoha organických a anorganických složek. Obsahují 

bílkoviny, enzymy a neenzymové antioxidanty, které zlepšují ochranu spermií před oxidačním 

stresem a znemožňují kapacitaci spermií (van Overveld et al. 2000). Při přidání semenné 

plazmy do ředidla byly zjištěné pozitivní výsledky zlepšující vlastnosti kapalných, zmrazených i 

rozmrazených spermií a to: pohyblivost, životaschopnost, integrita akrozomu  

a mitochondriální aktivita (Graham 1994). Největší složkou v plazmě je však protein a je 

považován za hlavní modulátor funkcí spermií.. Jedním ze zkoumaných proteinu byl protein: 

zinek-2-alfa glykoprotein, který slouží jako aktivátor a intracelulární modulátor motility 

spermií (Brokaw et al.1987). 

Soleilhavoup et al.(2014)testovali přidáním tohoto proteinu do semenné plazmy, kde 

přidali 1 ug/ml zinek-2-alfa glykoprotein. Výzkum prokázal zvýšení motility a rychlost spermií 

v den odběru. Avšak po 24h skladování byl tento stimulační účinek škodlivý na konzervaci 

spermií  

Dle výzkumu Vishwanath et al.(2003) a Moore et al.(2017) bylo zjištěno, že 5% 

semenné plazmy zvýšila motilitu spermií až o 40% i rychlost spermií byla mnohem lepší. Dále 

ve studii přišli na to, že motilita spermií je regulována změnami ve složení semenné plazmy. 

Také zjistili, že je možné používat semennou plazmu z předchozího ejakulátu k doředění jiného 

ejakulátu od stejného jedince nebo od jiného.  

V práci dle Mata-Campuzano et al. (2015a) uvádějí, že přidání semenné plazmy při 20 

% a 40 % koncentracích měli ochranný účinek na pohyblivost spermií, které byly skladované  

v kapalině po 24 hodinách.  

 

3.4.1.8 Cukr 

Cukr má několik funkcí pro spermie, ale tou nejdůležitější je, že slouží jako energetický substrát 

pro ejakulát během inkubace (Fukuhara & Nishikawa 1973). Také udržují  

osmotickou rovnováhu ředidel (Aboagla & Terada 2003). Cukry, které se používají na ředění, 

jsou monosacharidy (glukóza, galaktóza a fruktóza), disacharidy (sacharóza, trehalóza)  

a trisacharidy (rafinace).  
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Disacharid trehalóza byl používán v mnoha experimentech, kde došli k závěru, že je 

vhodní pro zachování motility spermií před zmrazeným a po rozmrazený.  

Bucak et al. (2007) prokázali, že použitím ředidla na bázi Tris 50 nebo 100 mM  

trehalózy obsahující glycerol (5 %) a vaječný žloutek (5%) má za následek zlepšení motility,  

životaschopnosti a integritu membrány. 

Trisacharid rafinace hraje důležitou roli při snížení tvorby ledových krystalků během 

procesu mražení (Agca et al. 2002). 

Bucak et al. (2013) uvedli, že 10mM rafinózy v ředidle založeném na Tris si  

u zmrazených a rozmrazených spermií udržuje aktivitu spermií i jejich životaschopnost,  

mitochondriální aktivitu a integritu akrozomu.  

Ve výzkumu dle De Leeuw et al. (1993) se výzkumníci snažili nahradit živočišné ředidlo 

za pomocí cukernatých aditiv. První médium, které bylo použito na výzkum, obsahovalo 200 

mM sacharózy a 2,8 mM glukózy. Druhé médium obsahovalo pouze disacharidy a to 

sacharózu, trehalózu, maltózu a laktózu. Kde každý disacharidy obsahoval v ředidle 75 mM. 

Třetí médium zahrnovalo směs monosacharidů (50 mM glukóza, 20 mM fruktóza a 20 mM 

galaktóza) a stejné disacharidy jako ve druhém vzorku. Vzorky semene berana naředěné ve 

zmíněných médiích byly chlazeny na 5 °C po dobu 1 hodiny a znovu zahřáté až na 37 °C. Přidání 

monosacharidů k ředidlu nevedlo k lepšímu zachování motility nebo životaschopnosti po 

ochlazení, avšak spotřeba kyslíku byla nižší než u suplementů s disacharidy. Suplementy 

disacharidů kromě sacharózy také nezvýšili životaschopnost. Zjistilo se, že disacharidy mají 

příznivý účinek na přežití chlazených spermií, a to kvůli stabilizaci membránové dvojvrstvy. (De 

Leeuw et al. 1993; Lins et al.2004). Na základě těchto výsledků autoři učinili doporučení, že 

hodnocení stavu kapacity a markérů, je dobrý pro odhalení rozdílů mezi vzorky spermatu. 

 

3.4.2. Kryoprotektiva 

Kryoprotektiva jsou látky, které chrání buňky během procesu kryokonzervace  

(Singh et al. 1995). Nejznámějším kryoprotektivem je glycerol. Nejlepší koncentrace, která by 

se měla přidávat do ředidla je mezi 4–7 %. Vyšší koncentrace než 6–7 % jsou škodlivé pro  

přežití spermií. (Salamon & Maxwell 2000). 

Podle několika studií, které se zajímaly o koncentraci glycerolu v ředidlech, došli  

k závěru, že nejlepší je přidat glycerol o koncentraci 3–7 % v ředidlech obsahujících 5–20 % 

vaječného žloutku. To mělo za výsledek zvýšenou motilitu spermií (44–85 %) po  

rozmrazení (Foote El-Alamy et al. 2001). 

Gil et al. (2011) zjistili ve svém výzkumu, že přídavkem 5 % vaječného žloutku a 2 % 

glycerolu do komerčního ředidla typu INRA96, který je na bázi mléka, tak i do ředidla UHT 

mléka prodloužili životaschopnost spermií o více jak 48 hodin 

Byly zkoumání různé kryoprotektivní látky, jako je dimethylsulfoxid (DMSO),  

ethylenglykol, albumin, nízkomolekulární polyoly, polymerní sloučeniny, povrchově aktivní 

látky, cukry různých typů a aminokyseliny, ale žádný nedosahovali lepších výsledků než  

glycerol (Salamona & Maxwella 2000).  
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Jedním ze zkoumaných kryprotektivních látek, který se přibližoval k podobným  

hodnotám glycerolu, byl ethylenglykol. Ve výzkumu dle Silva et al. (2012), kde srovnával jeho 

účinky s dalšími kryoprotektivními látkami v naředěném ředidle obsahující vaječní žloutek, byli  

použité tyto látky: glycerol (5 %), ethylenglykol (3 % nebo 5 %) a acetamid (3 % nebo 5 %).  

Výsledky poukázali podobné účinky ethylenglykolu jako má glycerol, avšak žádný z pokusu  

o překonání vlastností glycerolu nebyl úspěšný.  

 

3.4.3. Ředidla obsahující vaječní žloutek 

Vaječní žloutek v ředidle, chrání spermie před škodlivými účinky studeného šoku, zachovává 

motilitu spermií. Také snižuje ztrátu akrozomiálních enzymů a udržuje mitochondriální 

membrány spermií (Holt 2000). Začleněním vaječného žloutku do média můžeme snížit 

koncentraci glycerolu. Musíme dbát na to, že zvýšení této koncentrace neznamená, že se zvýší 

ochrana motility spermií (Salamon & Maxwell 2000).  

Gil et al. (2003) se pokoušeli ve svém výzkumu ověřit tuto skutečnost. Ve svém  

výzkumu přišli na to, že zvýšením koncentrace vaječného žloutku (o více než 5 %) v mléčném 

nástavci nezlepšilo motilitu po rozmrazení. Je to zapříčiněno tím, že vaječní žloutek je  

živočišného původu a může představovat potenciální zdroj mikrobiologických kontaminantů, 

které zabraňují dosáhnutí lepším výsledkům. Jednou z alternativ u tohoto je média může být 

práškový vaječný žloutek, který je při tomto procesu pasterizován, což má za následek zničení 

bakterií (García et al. 2017). O tomto pokusu se zajímal Jiménez Marco et al. (2004), který 

srovnával čerstvý vaječný žloutek a vaječný žloutek v prášku s 10 %, 15 % a 20 % v ředidlech 

pro kryokonzervaci a stanovili bakteriální kontaminaci v ředidlech a kvalitu beraního spermatu 

po zmrazení a rozmrazení. V závěru došel k výsledkům, že práškový vaječný žloutek vedl  

k lepším výsledkům než u čerstvého vaječného žloutku. 

Jedním z dalších pokusů ohledně nejlepšího vaječného média byli při srovnávání  

krůtího a slepičího vaječného žloutku. Agca et al. (2002) přišli na to, že vyšší pohyblivost, 

 životaschopnost a akrozomální integritu spermií dosahovali u krůtího vaječného žloutku.  

Leboeuf et al. (2000) zjistili, že je výhodnější brát vaječní žloutek od těžkých plemen 

kůra než od plemen patřící do kategorie lehké (Leboeuf et al. 2000). 

 

3.5. Specializované metody in-vitro testů u fertilizační schopnosti spermií.  

Specializovaná vyšetření nejsou nezbytná pro rutinní analýzu spermatu, ale za určitých 

okolností mohou přispět ke klinické diagnostice. Vyšetření ejakulátu se provádí pomocí 

počítačových metod: turbidimetricky, 46 spektrofotometricky, fotomikrografickými 

metodami. Dalšími přístroji používané, jsou přístroje zahrnuté do společného názvu CASA 

(Computer – Assisted Semen Analysis) a přístroji na bázi laserových spektroskopů, které jsou 

využívané na experimentální používání (Lukáč et al. 2009). K nejmodernějším přístrojům 

používané na specializované vyšetření patří průtoková cytometrie a CASA. Tyto metody 

nejvíce přispěly k zlepšení vyšetření motility, morfologických znaků a stavu akrozomu spermií 

(Foote 2002). 
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3.5.1. Vyšetřeni počítačovou analýzou ejakulátu CASA 

Vyšetřeni počítačovou analýzou ejakulátu (CASA) bylo vyvinuto v 70. letech. Při této metodě 

se analyzují pořízené snímky vzorku ejakulátu pomocí speciálního mikroskopu  

s videokamerou (Dott et al. 1979). Existuje mnoho typu přístrojů CASA, jejichž rozdíl najdeme 

v hardwaru a softwaru. K nejrozšířenějším přístrojům, jsou přístroje pod označením HTM  

(Hamilton Thorn Motility Analyzer) v různých verzích, z nich nejrozšířenější, je verze sytému 

IVOS–HTM (obrázek 2) či HTM-CEROS (obrázek 3) (Crha a Žáková, 2003). Dalším velice častým 

přístrojem je přístroj CellSoft, který je velice vyhledáván, kvůli své jednoduchosti a finanční 

nenáročnosti. Přístroj označován jako Sperm Quality Analyzer (SQA) (obrázek 4) patři taky do 

skupiny CASA, avšak se spíše používá v humánní medicíně (Lukáč et al. 2009).  

Obrázek 2 Hamilton thorne ivos 2  Obrázek 3 Hamilton thorne ceros 2 

(zdroj medicalexpo.com).   (zdroj medicalexpo.com). 

 
Obrázek 4 Sperm Quality Analyzer (SQA) (zdroj medicalexpo.com). 
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Dle Crha & Žáková (2003) uvádějí ve svých výzkumech, že pravdivost výsledků vyšetření 

CASA se vedou neustále odborné debaty. Při těžších patologiích spermatu je přesnost 

vyšetření menší, a to platí i při vysokém počtu spermií. Přesnost koncentrace je ovlivněna 

použitým typem komůrky nebo ředěním. S touto přístrojovou technologií bylo již dosaženo 

mnoha úspěšných výsledků. Většina těchto výsledků však byla dosažena u lidí, kdežto ve 

veterinární medicíně stále zůstává spousta otazníků (Verstegen et al. 2002). 

 Jak už bylo řečeno pomocí CASA lze zkoumat koncentraci a dále motilitu, fragmentaci 

DNA vitalitu, akrozomální reakci a morfologii spermií (Amann & Katz 2004). Metoda 

počítačovou analýzou je přesnější než hodnocení člověkem, jelikož během krátké doby dokáže 

analyzovat velké množství spermií (Tsakmakidis 2010). 

 Přístroj CASA se skládá ze speciálního zařízení s fázovým mikroskopem, video kamerou 

a rekordérem, monitorem, počítačem a tiskárnou. Vzorek spermatu se vkládá do speciální  

komůrky a obraz je následně digitalizován. Změny jsou v obrazu analyzovány a propočítávány 

do výstupních veličin (Crha & Žáková 2003). Vzorek ejakulátu se hodnotí v kapce přeneseném 

na speciálním podložním sklíčku, které je na vyhřátém stolku. Následně se sklíčko upevní na 

předehřátý vysutý stolek, kde proběhne samotná analýza. Systémy přístrojů mají speciální  

zabudovaný mikroskopy, s využitím širokopásovým osvětlením ve viditelném spektru  

i negativním fázovým kontrastem. Všechny snímky jsou zachycování pomocí snímače CCD 

v půlsekundových periodách a s předem stanovenou frekvencí snímače. To je následně  

regulováno pomocí impulsu osvětlení stroboskopem nebo fotoaparátem. Pomocí přístroje 

můžeme krásně vidět i trajektorii spermií, kde detekujeme hlavu spermie pomocí rozměrů, 

jasu a počtem pixelu. Avšak tyto parametry nám mohou ovlivnit stanovení koncentrace,  

a proto se používají různé algoritmy pro rozlišení spermií, které kříží trajektorie pohybu. Další 

algoritmy pro správné určování jsou u spermií, které během pozorování vystupují nebo 

 vstupují do vzorného pole. Vyhodnocení objemu je dáno zvětšením a hloubkou komory  

použité pro analýzu. Vzorce používané pro tyto parametry nám vyhodnocují křivočarou  

rychlost, průměrnou rychlost, přímočarou rychlost, amplitudu laterálního posunu hlavy,  

linearita křivočaré dráhy, přímost průměrné cesty a kmitočtivou frekvenci (Brito et al. 2016).  

Analýza většinou probíhá při vlnový délce 660 nm nebo 882 nm. Zařízení si samo vybírá 

pole pro analýzu nebo se toto pole může určit ručně. Vstupní parametry v přístroji jsou 

výrobcem nastavené, avšak je možné tyto parametry vlastnoručně upravit. Nesmíme 

zapomenout při každém vyhodnocení zadat i výstupní parametry. Délka analýzy je dána dle 

hodnotících  

kritérií, ale trvá přibližně 3 minuty. Výsledky jsou následně přepočítání na celý objem vzorku  

 a následně na objem ejakulátu. Přístroj nám je schopný i vypočítat potřebný množství  

ejakulátu na kvalitní inseminační dávku (Lukáč et al., 2009). Jedinou nevýhodou je pořizovací 

cena a následná standardizace parametrů přístroje pro daný druh. Další možností tohoto  

přístroje je pořizovací frekvence snímku, která je mezi 15–60 Hz (Mortimer 1994).  

Také je schopna zanalyzovat motilitu spermie a vyhodnotit křivku rychlosti spermií 

(Verstegen et al. 2002).  
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Obrázek 5 Hodnoty naměřené pomocí CASA (Verstegen a kol. 2002).  

Na obrázku 5 vidíme tři různé trajektorie. První hodnota označená VCL je označena, 

jako křivočará rychlost. Je to průměrná rychlost měřená na dráze, kterou spermie urazí z bodu 

A do bodu B, včetně všech odchylek jejího pohybu. Druhá trajektorie označena zkratkou VAP 

představuje průměrnou rychlost. Poslední trajektorie VSL je označována, jako průměrná  

přímočará rychlost. Všechny parametry se měří v μm/s. Pomocí těchto údajů vypočítáme  

přímost trajektorie STR (STR= VSL/VAP v %) a linearitu LIN ( LIN=VSL/VCL V %)  

(Verstegen et al. 2002). 

Další výhodou u přístroje CASA je pozorování morfologie spermií, jelikož lze analyzovat 

parametry, u kterých by to nebylo manuálně možné. Při pozorování vzorku musíme udržovat 

teplotu 37 °C, aby spermie zůstaly na živu (Olivares et al. 2017). Dále Olivares et al. (2017) při 

svém výzkumu s beraním ejakulátem měli parametry přístroje nastavené na 25 snímků za 

sekundu a zvětšení mikroskopu x100. Počítač prováděl rozbor na ploše 24 x 24 mm ve vzorku 

o objemu 10 μl. Plocha objektů, kterou počítač vyhodnotí jako hlavičku spermie, byla 18–60 

µm2. Dle rychlosti křivkového pohybu (VCL) byly spermie zařazovány do skupin pod 10 μm/s 

byly klasifikovány jako nepohyblivé, 10–45 μm/s středně pohyblivé a rychlé nad 75 μm/s. Jako 

spermie s progresivním pohybem byly klasifikovány ty, které dosahovaly STR nad 80 %. 

 

3.5.2. Hypoosmotický test  

Je jednoduchý test vitality spermií, který se používá k vyhodnocení nepoškozenosti  

povrchových plazmatických membrán spermií v oblasti bičíku. V hypoosmotickém prostředí 

dochází k průniku vody, což má za následek zvětšování buněčného objemu, a to vede ke  

stáčení bičíku spermií (Hofírek 2009). Tento test je užitečný, když se chceme vyhnout barvení 

spermií, avšak abychom mohli pozorovat bičík, musíme ejakulát zředit s hypoosmotickým  

roztokem například: fruktózu s citrátem sodným nebo roztokem sacharózy.. U spermií 

s nedotčenou membránou dochází po cca 5 minutách v hypoosmotickém prostředí ke 

tvarovým změnám bičíku (Ramu & Jeyedran, 2012).  
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Teplota vzorku pro správné vyhodnocení musí mít 37 °C. Roztok se připraví  

rozpuštěním 0,735 g dihydrátu citrátu sodného a 1,351 g fruktózy ve 100ml destilované vody. 

Preparát se smísí s 1 ml roztoku a 100 μl ejakulátu a následně se to celé nechá inkubovat po 

dobu 30 minut při teplotě 37 ºC. Po inkubaci se 10 μl smíseného směsi přenese na podložní 

sklíčko a překryje se krycím sklíčkem o rozměrech 22 × 22 mm (Gadea 2005). 

 

Obrázek 6 Tvarové změny bičíku spermií (Gadea 2005). 

Vyhodnocení se provádí na mikroskopu s fázovým kontrastem o celkovém zvětšení 

200×–400×. Zde zřetelně poznáme mrtvé buňky, které zůstávají beze změny, zatímco u živých 

buněk rozeznáváme různé druhy zduření bičíku. Obrázek 6 popisuje tvarové změny bičíku 

spermií (Gadea 2005). 

Nalley & Arifiantini (2014) ve své publikaci uvádí jiný postup, kterým provádí tuto  

metodu. Roztok se skládá ze 7,35 g citrátu sodného a 13,52 g fruktózy ve 100ml destilované 

vody. Preparát se smísí s 10μl ejakulátu a 2 ml hypoosmotického roztoku. Celý proces probíhá 

při teplotě 37 °C a pozorování je vždy po 15 minutách. Zjistilo se, že při třetím měření výsledky 

dosahovali nejlepších hodnot. (Nalley & Arifiantini 2014). 

 

3.5.3. Průtoková cytometrie  

V posledních letech se průtoková cytometrie vyvinula na široce používané techniky, které 

detailně poskytují informace o nehomogenních populacích buněk ve formě cytogramů. 

Jednotlivé buňky jsou zobrazovány, jako body v multidimenzionálním prostoru, se  

souřadnicemi přímého a bočního světelného rozptylu a intenzitou fluorescence v různých  

vlnových délkách (Evenson et al. 1993). Metoda umožnuje naráz zkoumat až desítky tisíc  

buněk a má široké uplatnění v cytologii, virologii, molekulární biologii a v mnoha odvětví  

v medicíně (McKinnon 2018). Nejvíce je využívaná při polychromatické imunofenotypizaci 

krevních leukocytů a buněk kostní dřeně. Dále se využívá jako imunofenotypizace buněčných 

suspenzí izolovaných z jiných tělních tekutin (moč, likvor, výpotky) a také z orgánů  

a lymfatických tkání. Průtoková cytometrie se používá i na analýzu DNA u fixovaných  

i intaktních buněk, detekci apoptózy, biofyzikální a biochemické stanovení včetně kinetiky  

buněčných procesů (Šinkorová & Zárybnická 2008).  

Metoda stanovuje koncentraci spermií v čerstvém nebo rozmraženém spermatu. Je to 

technika se snadným používáním, která je velice přesná, kvůli své přesnosti a opakovatelnosti. 
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Pomocí této techniky dokážeme skvěle rozlišit spermie od jiných částic, jako jsou somatické 

buňky, tukové buňky nebo bakterie (Evenson et al. 1993). 

Používání průtokové cytometrie je velice nákladné na vybavení a je potřeba k němu 

kvalifikovaného pracovníka, kvůli složitosti metod, kterými se připravují vzorky a vyhodnocují 

se data. Metoda se teda spíše využívá pro výzkumné účely než na ověřování kvalit vzorku  

(Ormerod 2000). 

Přístroj se skládá ze tří částí: fluidiky, optiky a elektroniky. Složení optiky  

v průtokové cytometrie se skládá ze tří částí: laseru, filtrů a detektorů. Nejčastěji se používají 

lasery o vlnových délkách: délce 488 nm (modrá), 405 nm (fialová), 532 nm (zelená), 552 nm 

(zelená), 561 nm (žlutozelená), 640 nm (červená) a 355 nm (ultrafialová). Abychom mohli 

analyzovat buňky, musíme vzorek obarvit fluorochromem, což je molekula, která po osvícení 

světlem určité vlnové délky absorbuje energii záření Následně se vzorek dá do průtokové 

cytometrie, přesněji do vyšetřovací komory. Vzorky pro výzkum jsou aplikováni na přesných 

objemech. K tomu nám pomáhají elektrody, které detekují i sebemenší pokles  

hladiny. Pro správnou analýzu je nutné mít buňky rozptýlené v tekutině, která je pod tlakem 

vstřikována do uzavřeného kanálku, kde je vzorek hodnocen. Tekutina, která obsahuje buňky, 

opouští uzavřený kanálek a rozkládá se pomocí trysek na jednotlivé kapky, které jsou 

vstřikování na místo, kde je vzorek hodnocen (Brito et al. 2016). V každé kapce je jedna buňka  

a velikost kapek se pohybuje v rozsahu 40–200 mikronů Zde jsou kapky vystaveny laserovým 

paprskům, jimiž jsou buňky ozáření. Toto ozáření způsobí fluorescenci jednotlivých kapek 

 spojených se spermií. Barviva na sebe vážou světlo o určité vlnové délce a buňky s různými 

vlastnostmi vyzařují světlo s odlišnou vlnovou délkou, čímž vykazují rozdílnou fluorescenci. 

Fotonásobič, který je součástí průtokové cytometrie je schopný zachytit i slabé optické signály. 

Fotonásobič spojený s filtry umožňuje procházet pouze určitými vlnovými délkámi světla  

a umožňuje určit, zda jednotlivé kapky obsahují či neobsahují buňku, a pokud buňku obsahují, 

tak zhodnotí specifickou barvu, s kterou je buňka spojena. Paprsky procházejí přes buňku ve 

dvou různých směrech, v přímém a bočním směru. V přímém směru měříme rozptyl relativní  

velikosti buňky. V bočním směru pozorujeme rozptyl ve struktuře a členitosti buňky  

(Ormerod 2000). Fluorescenční světlo je pomocí čoček a filtrů vedeno na detektory, které  
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sbírají data do počítače (Freneau et al. 2009). Na základě rozptylu, lze určit velikost částic 

 a separovat spermie od ostatních buněk a nečistot. 

 

Obrázek 7 Tok průtokovou cytometrií (cs.differbetween.com) 

Průtoková cytometrie je využívána pro hodnocení životaschopnosti spermií,  

odstranění nespermatických částí, mitochondriální aktivitu, míru poškození DNA, integritu  

akrozomu, na sexaci spermií nebo hodnocení celkové koncentrace. Tok průtokovou cytometrií 

je zobrazen na obrázku 7.  

Hodnocení životaschopnosti spermií, je na způsobu označených živých nebo mrtvých 

buněk, kde se jim zbarví integrita plazmatické membrány a tím krásně uvidíme množství živých 

a mrtvých spermií. Na toto hodnocení se nejčastěji využívá barvivo propidium jodid, který 

barví poškozenou spermii na červeno (Oldenhof et al. 2011). Živé buňky jsou obarvována  

například barvivem karboxyfluorescein diacetátem, který zobrazuje nepoškozené spermie  

zeleně. Kombinací těmito barvivy jsme schopný pozorovat i poškozené buňky, které se zbarví 

oběma barvami. Spermie se zbarvují, jelikož barviva se vážou na jejich DNA.  

Obrázek 7. Tok průtokovou cytometrií (Dolník et al. 2019). 

 

Na hodnocení k odstranění nespermatických částic používáme barviva Hoechst 33342 

nebo kombinace SYBR-14 a propidium iodid. Do této skupiny patří bakterie, různé cizorodé 

částice, krvinky a epiteliální buňky (Martínez-Pastor et al. 2010). 

Hodnocení koncentrace pomocí průtokové cytometri se využívá, kvůli tomu, že lze 

dosáhnout více přesnějším výsledkům, než je tomu u metod běžně používaných jako: 

hematocytometr, spektrofotometr, nebo elektronického počítadla buněk (Hossain et al. 

2011).  
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Metoda na poškozenou DNA spermií je založena na vyšetření struktury chromatinu 

spermií (SCSA). To nám umožňuje stanovit velké kvantum spermií ve vzorku. Metoda byla  

poprvé pospaná v roce 1980 v časopise Science (Evenson et al. 1980). Definuje abnormální 

strukturu chromatinu a jeho zvýšenou náchylnost k denaturaci bílkovin spermií. Chromatin se 

nachází v jádře spermie, kde má za úkol udržovat její DNA (Garcia-Macias et al. 2006). Tyto 

pozorované poruchy mohou vznikat během spermatogeneze nebo při změnách teplotního  

a oxidačního stresu, ale i vlivem kyselého prostředí (Aoki et al. 2006). Ejakulát je barven  

akridinovou oranží, která vykazuje rozdílnou fluorescenci. Jednovláknová DNA, která je  

 poškozená, se zbarví do červena. U dvojvláknové nedenaturované DNA se zbarví do zelena 

(Falchi et al. 2018). 

 

Obrázek 8 Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA) (Evenson et al. 1980) 

 

3.6. Fertilizační schopnost při umělé inseminaci  

Umělá inseminace je nejstarší a nejrozšířenější technikou asistované reprodukce  

v živočišné výrobě, která je založena na vědeckých poznatcích ohledně biologie a fyziologie 

reprodukce (Nuti 2007). Jde o zavedení spermatu v inseminačních dávkách pomocí 

inseminačního nástroje do pohlavního traktu samice. (Barbas & Mascarenhas, 2009). Použitý 

této techniky bylo zavedeno nejprve z hygienických důvodů, aby se zabránilo kontaminaci  

a šíření sexuálních a nesexuálních nemocí. Nejhlavnějšími aspekty u umělé inseminace je její  

jednoduchost, ekonomická výhodnost a velká úspěšnost. U malých přežvýkavců lze používat 

čerstvý, chlazený, tak i zmrazený ejakulát (Chemineau et al. 1991). Umožnuje rychlé šíření  

žádoucích vlastností samců, které mají předpoklady pro vysoký produkční potenciál. Pomocí 

toho můžeme ejakulát od nejlepšího genetického jedince použít k impregnaci více samic, aby 

se zvýšili příznivé geny, pro budoucí populaci. (Parkinson, 2009). Umělá inseminace měla  

pozitivní vliv i na snížení počtu samců, což vedlo ke snížení genetické variability a snížení  

genetických defektů a zvýšení příbuzenské plemenitby (Nuti 2007). Další velkou výhodou při 

umělé inseminaci je, že inseminační dávky usnadňují transport spermatu na velkou vzdálenost 

nebo i využívání těchto dávek po otcově smrti (Evans & Maxwell 1987). Nejvíce se umělá 

 inseminace u ovcí využívá v Jižní Americe a v Austrálii. Méně se umělá inseminace využívá 

v Evropě a v Severní Americe (Shipley et al. 2007). 

 

https://abdominalkey.com/sperm-dna-damage-causes-and-laboratory-detection/#CR11
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První zmínky o umělé inseminaci ovcí  

První pověsti o inseminaci ovcí pocházejí z 16. století. V tomto století poprvé získávali semeno 

od beranů přirozenou připouštěcí metodou, kde nechali berana naskočit na připouštěcí ovci a 

do nádoby odebrali semeno, které zavedli do pochvy ovcím, které byly v říji (Gamčík & 

Kozumplík 1974). V poválečném období po 1.sv válce došlo k velkému pokroku, kvůli vývoji 

umělých vagín a fantomů. Tyto nástroje nám pomáhají získat kompletní ejakulát. Začalo se 

provádět i první ředění spermatu. Zředění působilo proti nepříznivému účinku  

semenné plazmy, což umožnilo skladování spermatu a zvýšil se i objem ejakulátu pro  

inseminaci (Rob & Herčík 1987). V roce 1931 prof. Milavnov sepsal první praktickou knihu  

o umělé inseminaci skotu a ovcí. („Umělá inseminace skotu a ovcí“). V tomto období se umělá 

inseminace výrazně rozšířila po celém světě. Maxwellem a Evansem byly prvními výzkumníky 

zkoumajícími odběr spermatu a její inseminaci u ovcí v roce 1987. Zabývali se jeho 

 zmrazováním spermatu a jeho ředěním. Následně vydávají Chemineaue et al. (1991) manuál 

k inseminaci ovcí a koz.  

Dochované historické zmínky o inseminaci na našem území pocházejí už z roku 1876  

v Jevičku, kde byla první specializovaná inseminační stanice pro berany (Faigl et al. 2012).  

V dnešní době v ČR jsou u ovcí biotechnologické metody využívaný velice málo. Hlavním  

důvodem je rapidně snížené stavy ovcí. Dalším důvodem je, že v ČR není žádný realizační tým, 

který by dokázal upravit podmínky pro chov ovcí, tak že bychom mohli konkurovat vyspělým 

chovatelským zemím. V těchto zemích je problematika reprodukce zaměřena na intenzivní 

šlechtění (Pinďáka 2002). 

 

3.6.1. Metody inseminace  

Inseminace ovcí je obtížnější než u jiných zvířat, kvůli složitosti anatomické stavby  

děložního čípku, kterým je těžší projít, kvůli výrazné klikatosti (Fukui & Roberts 1976).  

Anatomické složení děložního krčku u bahnice je menší, tužší, užší a s klikatějším kanálkem.  

Cervikální kanálek je dlouhý přibližně 7 cm a jeho anatomická stavba má tvar prstenců.  

Prstencové kroužky poskytují fyzickou bariéru vůči vnější kontaminaci, ale také ztěžují kanelaci 

a následné ukládání spermatu do dělohy (Kershaw et al. 2005). Tento faktor následně 

 ovlivňuje míru březosti získanou zmrazeným a rozmrazeným semenem, který neprojde 

 děložním čípkem (Nuti 2007). Kvůli tomu se inseminační dávka deponuje do vstupu děložního 

krčku za pomocí cervikální metody nebo do děložního lumenu stěnou dělohy pomocí 

 intrauterinní laparoskopické nebo transcervikální metody (Casali et al. 2017). Dle různých  

výzkumů, se zjistilo, že čím hlouběji deponujeme inseminační dávku do pohlavního ústrojí  

samice, tím můžeme očekávat lepší zabřeznutí ovcí (Milovanov & Sokolovská 1980). Na  

inseminaci ovcí se nejvíce využívají intravaginální, intracervikální a intrauterinní metoda, která 

se následně dělí na transcervikální a laparoskopickou metodu (Fair 2007; Daskin et al. 2016). 

Na používání čerstvého semene se využívají metody intravaginální, intracervikální. Na použití 

zmrazeného semene se využívá metoda intrauterinní (Parkinson 2009). 
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3.6.1.1 Intravaginární metoda 

Tento typ se spolu s metodou intracervikalní nejvíce používá, avšak je nejméně  

spolehlivá (Polge et al 1970). Při této inseminaci se používá inseminační pipeta bez použití 

poševního zrcátka. Dávka se deponuje na horní klenbu poševní, nad růžici krčku děložního. Při 

zavádění inseminační pipety je její špička trochu zvednutá směrem ke kosti křížové, aby nebyla 

zavedena do vyústění močové trubice. Nejprve se do pipety nasaje malé množství vzduchu, 

potom vlastní inseminační dávka (Youngquist & Threfall 2007). Intravaginalní inseminace je 

velice rychlá a dá se používat i v polních podmínkách. Nevýhodou u této metody je vysoká 

spotřeba ejakulátu. Metoda se nepoužívá u mrazeného spermatu, jelikož semeno má  

minimální přežitelnost v pochvě, a proto se používá čerstvý ejakulát nebo chlazení ejakulát. 

Kromě toho je úspěšnost zabřeznutí velice nízká a je mnohem vhodnější tuto metodu používat 

spíše na zjištění říje. K lepšímu zjištění říje u ovcí se provádí synchronizace říje, kde můžeme 

ve stejný čas provést u všech následnou inseminaci. K přirozené synchronizaci říje může být 

zařazení berana do stáda 2–4 týdny před očekávanou říji. Další možností vyvolání říje je 

použitých hormonálních přípravků gestagenů v kombinaci s injekcí PMSG nebo PGF 2 alfa. 

Ideální čas pro umělou inseminaci touto metodou je kolem 12–18 hodiny po začátku říje 

(Evans & Maxwell, 1987). Inseminační dávka by měla mít objem 0,3–0,5 ml s koncentrací 

kolem 400 x 106 spermií. Úspěšnost zabřeznutí je kolem 20–60 % (tabulka 1) (Macías et al. 

2020).  

 

3.6.1.2 Intracervikální metoda 

Tato metoda poskytuje nejekonomičtější použití a je nejpoužívanější metodou pro  

inseminaci mrazeným spermatem u ovcí (Anel et al. 2006). Na tuto metodu se používá čerstvý 

ejakulát i krátkodobě a dlouhodobě uchovávané semene. Metoda má pozitivní výsledky při 

použití čerstvého nebo chlazeného spermatu, ale není dostatečně účinný při použití  

zmrazeným a rozmrazeným spermatem (Chemineau et al. 1991). Inseminační dávka se  

deponuje, pomocí inseminační pipety 10–20 mm do kanálku děložního krčku, a to za první až 

druhou příčnou řasu. (Youngquist & Threfall 2007). K tomuto druhu inseminace se používá 

spekulum neboli poševního zrcátka se světelným zdrojem, které se zavádí do hloubky  

100–130 mm pohlavním traktem. Zde je potřeba dávat pozor, aby se semeno nevracelo zpátky 

do pipety nebo do pochvy, jelikož reflux semene by mělo za následek nižší oplodnění  

(King et al. 2004). Kvůli tomuto problému se vyvinul nový typ násady na inseminační pipetu 

DARIO, která minimalizuje reflux semene. Výsledky prokazují zlepšení až o 10 % oproti staré 

metodě (Macías et al. 2017). Inseminační dávka čerstvého ejakulátu by měla obsahovat  

1 × 10⁹ spermií. U chlazeného spermatu by měl být počet spermií 1,5 krát více než u čerstvého 

semene (Edmondson et al., 2012). Inseminační dávka u rozmraženého semene by se měla  

pohybovat o objemu 0,2ml a měla by obsahovat 200 x 106 spermií (tabulka 1). Úspěšnost 

zabřeznutí metodou dlouhodobé je okolo 40–80 % (Fair 2007). Ve výzkumu dle Paulenz et al. 

(2004), kde zkoumali úspěšnost inseminaci mrazeným semenem, došli k závěru, že 
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inseminační dávka by měla obsahovat minimálně 240 × 106 spermií. Ideální doba pro úspěšné 

zabřeznutí je 15–17 hodin po nástupu zjištěné říje (Chemineau et al. 1991). 

 

3.6.1.3 Intrauterinní metoda 

Metoda intrauterinní spočívá v deponování rozmražené inseminační dávky na kraj  

dělohy. U této metody se používá menší procento spermií, avšak objem inseminační dávky 

zůstává stejný. To má za následek přesnější ředění a nejlepší výsledky v zabřeznutí při použití 

mrazeného spermatu (Edmondson et al. 2012). U intrauterinní metody jsou dva způsoby  

vpravení inseminační dávky přes krček děložní, a to laparoskopický a transcervikální  

(Faigl et al. 2012). 

 

3.6.1.4 Intrauterinní transcervikální metoda 

Metoda je méně používána než laparoskopická. Na tuto metodu musíme ovci zafixovat ve 

speciální kolébce, kde je ovce zafixovaná na zádech (Casali et al. 2017). Tato poloha  

usnadňuje průchod inseminační pipetou děložním čípkem (Sohnrey & Holtz 2005). Při této 

metoděse nejčastěji využívá inseminační pipeta, spekulum a kleště  

(WulsterRadcliffe et al. 2004). Pomocí spekulu rozšíříme pochvu a následně kleštěmi  

uchopíme děložní krček. Poslední část vyžaduje vysokou odbornou zkušenost, jelikož  

musíme děložní krček proháčkovat upravenou inseminační pipetou a následně můžeme  

inseminační dávku vpravit na rozhraní krčku a dělohy (Yungquist & Threlfall 2007). Vpravení 

inseminační dávky do dělohy provádíme stejně jako u metody intracervikální nebo  

laparoskopické (Faigl et al. 2011). Mražené beraní sperma má sníženou schopnost procházet 

děložním krčkem a tím mají výrazně porušenou oplozovací schopnost. Inseminační dávka má 

objem 0,1–0,5 ml a počet pohyblivých spermií se pohybuje okolo 60–150 x 106 spermií 

(tabulka 1). Úspěšnost zabřeznutí se pohybuje u čerstvého semene mezi 40–70 % a u 

mraženého semene 30–70 % (tabulka 1) (Macías et al. 2020). Dle výzkumu Killeen a Caffery, 

(1982) ukazují, že usazení semene v jednon děložním rohu vede k oplození vajíček v obou 

rozích. Byla použitá dávka 0,2–0,5 ml s pohyblivými spermií 100–200 x 106. Největší nevýhodou 

u této metody je možnost poranění děložního čípku, abscesy, infekce nebo špatná míra březosti 

(Perry et al. 2010). 

 

3.6.1.5 Intrauterinní laparoskopická metoda 

Laparoskopická inseminace se provádí jak s čerstvým, tak i mrazením spermatem. 

Ještě, než se provede samotná inseminace, ovce se musí zafixovat, jako je tomu  

u trancervikalní metody. (Edmondson et al. 2012). Inseminace touto metodou se provádí  

v anestezii přes stěnu břišní většinou na levé straně. K této metodě je zapotřebí endoskop, 

který se spolu se sondou zavádí do břišní dutiny dvěma operačními vpichy. Inseminace se 

provádí do obou děložních rohů, nejlépe doprostřed mezi uterotubálním spojením a bifurkací 

(Faigl et al. 2011). Zákrok se pohybuje mezi 5–10 minuty a pomocí této metody lze za jeden 

den nainseminovat i pár stovek bahnic (Luther 2008). Pomocí tohoto postupu se vyhneme 
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cervikální bariéře a tím se sníží množství potřebného spermatu pro úspěšné zabřeznutí. Do 

obou rohů se dává inseminační dávka o objemu 0,05–0,10 ml a obsahu 20–50 x 106 spermií 

(tabulka 1). Kvůli menšímu počtu spermií v těchto inseminačních dávkách lze vytvořit mnohem 

více inseminačních dávek, které mají za následek snížení nákladů (Perkins et al. 1996). 

 Metoda laparoskopická dosahuje nejlepších výsledků ze všech metod používané při 

inseminaci ovcí, kvůli vpravení spermií přes děložní krček (Casali et al. 2017). Tato metoda se 

ale může potýkat s mnoha nevýhodami, jako je případné zranění při zákroku, při infekci, 

anestezií nebo manipulací se zvířetem v bezvědomí (McCappin & Murray 2011). Další hlavní 

nevýhodou je drahé vybavení, které potřebujeme pro jeho provedení a celková náročnost 

provedení. Všechny tyto parametry se potom projevují, na celkové ceně inseminační dávky. 

Úspěšnost zabřeznutí při použití čerstvého spermatu je okolo 40–70 % a u zmrazeného  

30–70 % (tabulka 1) (Youngquist & Threfall 2007). Další studie uvádí úspěšnost dosahující až 

80 % (Anel et al. 2006). Tato metoda se využívá i při diagnostice reprodukčního traktu a 

odhalování zdravotních problému (Casali et al. 2017). 

 

Metoda Objem ejakulátu Úspěšnost 

zabřeznutí 

Koncentrace spermií 

v ID 

Intravaginální 0,3-0,5 ml 20-60 % 400*106 

Intracervikální 0,05-0,2 ml 40-80 % 200-240*106 

Intrauterinní 

transcervikální 

0,1-0,5 ml 40-70 % 60-150*106 

Intrauterinní 

laparoskopická 

0,05-0,1 ml 30-70 % 20-50*106 

 

Tabulka 1Parametry metod inseminace (Chemineau et al. 1991; Casali et al. 2017; 

Perry et al. 2010). 
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4. Závěr 

V této práci byly sepsány nejnovější a dosavadní poznatky, týkající se modifikaci konvenčních 

ředidel za účelem zlepšení kvalitativních parametrů konzervovaného spermatu. Z dostupných 

studií vyplývá, že nejsložitějším procesem při výrobě inseminační dávky je konzervace a 

následné rozmrazení. Mnoho autorů poukázali na různé rychlosti chlazení a mrazení, avšak 

skoro všichni se shodli, že kritický tepelný rozsah se pohybuje od -10 do -25 °C. 

Dále jsem se v práci zaměřil na nové alternativy pro zlepšení komerčních ředidel a 

možnosti náhrady látek živočišného původu za látky rostlinného typu. ,,Dosud nebylo 

nalezeno vhodné rostlinné médium, které by mohlo plnohodnotně nahradit látky živočišného 

původu. Ačkoliv existují studie, které prokazují zlepšení kvality a plodnosti semene při užitý 

rostlinných extraktů´´. K těmto studiím řadíme například extrát z rozmarýnu, který byl doplněn 

do ředidla na bázi sójového lecitinu. Toto ředidlo vedlo ke zlepšení motility spermií a 

funkčnosti plazmatické membrány zmrazeného spermatu. Dalšími rostlinnými látkami, které 

skvěle nahrazovaly živočišného látky, jsou zelený čaj a arganový olej.  

Závěrečné poznatky o zlepšení konvenčních ředidel doplněnými různými aditivními 

látkami, které se zabývají zlepšením kvality semene a plodnosti poukazují na fakt, že tyto 

přísady z přírodních zdrojů mají různé účinky v závislosti na posuzované proměnné kvality 

spermatu. Pochopení biologických mechanismů těchto doplňků o kvalitě spermatu by 

umožnilo zlepšení stávajících nebo vývoj nových ředidel. Ty mohou zvýšit kvalitu 

konzervovaných spermií berana a následně dosáhnout žádoucí míry oplození. 

Aditivní látky se do ředidel přidávají za účelem ochrany spermií během chlazení a 

zmrazování. Mezi nejvýznamnější aditiva patří: antioxidanty, vitamíny, aminokyseliny a 

mnoho dalších významných látek. Antioxidanty zlepšují funkci spermií během konzervace a 

ochraňují spermií před reaktivní formou kyslíku. Mezi nejhlavnější látky jsou superoxid-

dismutáza, astaxanthinu. Vitamíny jsou přidávaní do ředidel za účelem zlepšení kvality 

spermií. Například vitamín E, dle několika výzkumu zlepšilo životaschopnost a motilitu spermií. 

Další vitamíny, které byly zkoumány na zlepšení funkcí spermií, byly vitamín C a vitamín trolox. 

Aminokyseliny se nacházejí v semenné plazmě a přidávají se do ředidel za účelem snížení 

fragmentaci DNA spermie, zlepšení pohyblivosti, životaschopnosti a integrity membrány 

spermií po rozmrazení. Mezi nejhlavnější aminokyseliny jsou methionin, Taurin a cystein, u 

kterých bylo prokázáno požadované zlepšení.  

V neposlední řadě následovalo ověření kvality inseminačních dávek. Testování se 

provádí specializovanými laboratorními testy a na bázi polních testů (inseminací). Kde bylo 

zjištěno, že nejlepších výsledků zabřezávání dosáhla metoda laparoskopická, která je však 

z finančního hlediska mnohem dražší a její proveditelnost je složitější i časově náročnější. 

Specializované laboratorní testy se provádí pomocí přístrojových metod, jakými jsou 

průtoková cytometrie, hypoosmotický test a CASA (Computer – Assisted Semen Analysis). Tyto 

metody poskytují kvalitní informace o vlastnostech spermií. 
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V navazující diplomové práci by se mohla porovnávat jednotlivá ředidla u různých 

plemen beranů a tak zjistit jaké ředidlo by bylo nejlepší pro dané plemeno.  
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