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Faktory zlepSujici kryorezistenci spermatu kozlii u
narodnich plemen koz

Souhrn

Bakalarska prace byla zaméfena na téma Faktory zlepSujici kryorezistenci spermatu kozlt
u narodnich plemen koz. V Ceské republice je pievaha malochovi koz, ve kterych se méné
Casto vyuziva metoda inseminace koz s jeji navaznosti na kryokonzervaci spermatu. Pfesto je
dulezité se v problematice konzervace spermatu a jeho odolnosti pii skladovani dale vzdélavat.
Hlavné z diivodu udrzeni dostatecného poctu inseminacnich davek v programu na ochranu
narodniho genofondu ptvodnich plemen, do kterého patii pravé také tato dvé plemena koz.
Koza bila kratkosrsta a koza hnéda kratkosrsta jsou pavodni ¢eska mlé¢na plemena zafazena
do genetickych zdroji Ceské republiky.

Faktory ovliviiyjici kvalitu a odolnost spermii pfed 1 po rozmrazeni byly zpozorovany
jesté pred zpracovanim spermatu. K témto faktorim patfili napfiklad kvalita krmné davky a
vliv stopovych prvkia do ni pfidanych, v€k odebiraného samce, télesna kondice spojena se
zdravotnim stavem, nakonec obdobi a zptsob odbéru spermatu kozla.

V praci byly popsany zakladni zpisoby vysetfeni ejakulatu, diky kterym se zjistuje
kvalita spermatu. Nejdalezitéjsi parametry charakterizujici kvalitu Cerstvého nebo
rozmrazeného spermatu, hodnocenymi bud’ CASA, prutokovou cytometrie nebo HOST testem,
byly celistvost plazmatické membrany, zivotaschopnost, pohyblivost spermii a dalsi.

Pii dlouhodobém skladovani spermatu je nutné spermie zmrazit pii -196°C v tekutém
dusiku. Kryokonzervace ma na spermie vysoké fyzické i chemické naroky. Tudiz je potfeba
pouzivat takova tedidla s kryoprotektanty ktera zajisti dostatek energie a ochrany pro spermie
behem dlouhodobého skladovani. Kryoprotektory se d€li na penetracni a nepenetracni. Jako
nepetracni kryoprotektant byl pouzivan nejvice vajecny zloutek, ktery byl kvili jeho hygienické
nebezpecnosti nahrazen rostlinnym sdjovym lecitinem. Nejpouzivanéj§im penetracnim
kryoprotektantem byl glycerol, u néhoz byla popsana dulezita idealni koncentrace piidana do
fedidla, ktera se li§ila mezi plemeny koz. Do fedidel byly pfidany dals§i komponenty, které byly
schopné vyrazné ovlivnit schopnost kryoresistence spermii. Jednalo se o antioxidanty, cukry a
aminokyseliny. V neposledni fadé€ byly spermie ovlivnéné také zptisobem a délkou ochlazovani
a nasledného zmrazeni.

Klic¢ova slova: antioxidanty, fedidlo, kryoprotektiva, genetické zdroje



Factors improving buck sperm cryo-resitance in national
goat breeds

Summary

The bachelor's thesis focused on Factors improving the cryo-resistance of goat sperm in
national goat breeds. There is a predominance of small-scale goat breeding in the Czech
Republic, in which the method of insemination of goats connected to the cryopreservation of
sperm is used less frequently in the Czech Republic. Nevertheless, we must continue educating
ourselves on sperm conservation and its resistance during storage. This is mainly due to
maintenance for maintaining sufficient insemination doses in the program to protect the national
gene pool of original breeds, including these two goat breeds. The White Short-haired Goat and
the Brown Short-haired Goat are original Czech dairy breeds included in the genetic resources
of the Czech Republic.

Factors affecting the quality and resistance of sperm before and after the freezing were
observed even before its processing. These factors included, for example, the quality of the feed
ration and the influence of trace elements added to it, the age of the male being sampled, the
physical condition associated with health status, and finally, the period and method of goat
sperm collection.

This thesis described basic methods of examination of the ejaculate to determine the
quality of sperm. The most important parameters characterizing the quality of fresh or thawed
sperm, evaluated by CASA, flow cytometry, or HOST test, were plasma membrane integrity,
viability, sperm motility, and others.

During long-term storage of sperm, it is necessary to freeze the sperm at -196°C in liquid
nitrogen. Cryopreservation places high physical and chemical demands on sperm. It’s required
to use diluents with cryoprotectants that provide enough energy and protect for sperm during
long-term storage. Cryoprotectants are divided into penetrating and non-penetrating. The egg
yolk was used as a non-penetrating cryoprotectant, which was replaced by plant-based soy
lecithin because of its hygienic risk. Glycerol is the most common use penetrating
cryoprotectant. Glycerol has a significantly described ideal concentration added to the diluent,
which differs between goat breeds. To the diluents were added other components, which were
able to influence the ability of cryo-resistance of sperm signally. The components include
antioxidants, sugar, and amino acids. The sperm was also affected by the method and duration
of cooling and subsequent freezing.

Keywords: antioxidants, diluent, cryoprotectants, genetic resources
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1 Uvod

Kozy se t€si oblibé na celém svéte, hlavné v oblastech se Spatnou terénni pfistupnosti
nebo tam kde neroste hojné trava. VSeobecné jsou kozy velmi piizpisobiva zvitata, at’ uz se
jedna o lokalni podnebi nebo $patnou dostupnost vegetace. Dokazou prezivat i v nepifiznivych
podminkach s minimem potravy.

Je to mens$i prezvykavec, ktery se fadi mezi jedny z nejstarS§ich domestikovanych
uzitkovych zvitat. Jejich nékolikastranna uzitkovost (mléko, maso, kiize, kozeSina) s nizkymi
investicemi z nich dél4 velmi oblibené domaci zviie. V Cesku se chovaji pfevazné na mensich
kozich farmach, velkochovy jsou ojedinélé. Presto, diky jejich oblibenosti v diivéjsich letech,
se v Ceské republice vyslechtila dvé plemena koz. Jedna se o kozu bilou kratkosrstou a kozu
hnédou kratkosrstou. Jsou oznacena jako narodni plemena a zafazena do narodniho programu
ochrany genovych zdroju.

Prestoze se v chovech koz ve vét§iné pripadech vyuziva metoda pfirozené plemenitby. Se
zvySujicim se tlakem na uzitkovost zvifat dochazi k upfednostiiovani vykonnéjsich plemen koz
ajsou polacovana ta pavodni. Je ale dulezité udrzet genetickou variabilitu. Kdyz to neni mozné
v podobé zvifat na farmach, pfichdzi na fadu konzervace genetického materialu ve formeé
spermii a vaji¢ek. Faktory ovliviiujici kryorezistenci spermii neboli odolnost spermii béhem
hlubokého zmrazovani, je podstatné znat pro ziskani kvalitnich inseminacnich davek
po rozmrazeni. Mozné zpusoby zlepSeni téchto faktorti u kozli zacinaji jiz na farmé. Mezi tyto
faktory patii naptiklad krmeni kozll, jejich vek, kondice a zdravi. Dale se zohledriuje zptsob
odbéru spermatu, po kterém nasleduje zpracovani a fedéni pro uchovani v tekutém dusiku.
Vybérem spravného fedidla s obsahem vhodného kryoprotektantu ¢i jejich kombinaci l1ze zvysit
kryorezistenci spermii a jejich oplozovaci schopnost po rozmrazeni. Vliv ma i zpusob
ochlazovani, zmrazeni a nasledn€ rozmrazeni.

Zapojenim narodnich plemen koz do narodniho genofondu jsou zvySeny naroky
na konzervaci spermii kozll, které jsou po rozmrazeni schopné oplozeni. Proto je dilezité
se ve sméru kryokonzervace spermatu kozli dale vzdélavat a studovat odolnost spermatu
pfi dlouhodobém uchovéavani pod bodem mrazu.



2 Cil prace

Dulezitym bodem zachranného programu puvodnich ¢eskych plemen koz je vytvoreni
dostatecného reservoaru kvalitnich inseminacnich davek dlouhodobé€ uchovavanych v tekutém
dusiku. Obecné je znamo, Ze sperma u malych pfezvykavci ma nizkou toleranci vici
konzervaci timto zpisobem. Proto vSechny informace, které by vedly ke zlepSeni dil¢ich
postupt, jsou dulezité s ohledem na zachranu puvodniho Ceského genofondu koz. Cilem
bakalarské prace je soupis aktualnich poznatkii zamétrenych na definovani zasadnich faktort
ovliviiyjicich kryorezistenci spermatu u kozld. A na zakladé dostupnych informaci navrhnout
mozné postupy pro optimalizaci vyroby inseminacnich davek a jejich dlouhodobém uchovani.



3 Literarni reSerse

3.1 Chov narodnich plemen koz

Chov koz ma v Ceské republice bohatou historii a tradici. Jiz od roku 1929 se zadala
provadét statni kontrola mlécné uzitkovosti koz. Pro¢ kontrola mlééné uzitkovost? Chov koz
v Ceské republice byl zamé&fen predevsim na produkci mléka a jeho dalsi zpracovani, a proto
dvé hlavni plemena koz, chovana v nasi zemi jsou mlécného typu. Jedna se o kozu bilou
kratkosrstou a o kozu hnédou kratkosrstou. Jsou to plemena, piizpusobena lokalnimu podnebi
a patii do programu na zachovani genetickych zdroji. Chov koz v Ceské republice mél
v poslednich desetiletich maloplosny charakter. Znamena to, Zze kozy chovali soukromnici
po malych poctech jen pro svij uzitek a ptipadnou sobéstacnost. Po roce 1960 nastal prudky
pokles v poctu chovanych koz, ale kolem roku 2000 se stav ustalil a postupné dochazi
k mirnému nartstu pocetnich stavi koz (Sztankoova & Rychtarova 2017). V roce 2015 pocetni
stav koz v Ceské republice stoupl na 26 765 kusd, tento stav mél v nasledujicich letch stoupajici
trend az do roku 2019. V tomto roce klesl stav o 1106 kust koz a soucasny stav koz k 1.4.2022
je 24 607 kust (“CSU” 2022).

V soutasnosti je chov koz v Ceské republice zaméfen na produkci mléka
a jeho nasledujici zpracovani na mlécné vyrobky, kvalitni syry, tvarohy a dal§i produkty.
Konzumace koziho ¢ skopového masa neni u Cecht piili§ oblibena. Praimé&rna spotieba masa
téchto malych prezvykavcu se pohybuje jen néco kolem 1 % z celkové spotieby, z ¢ehoZ kozi
maso predstavuje jen 10 % tohoto mnozstvi (Sztankoova & Rychtarova 2017). Pocty
porazenych koz véetné domacich porazek byly v roce 2021 podle Ceského statistického ufadu
29 460 ks (“CSU” 2022).

Dnesnimu stavu chovu koz v CR dominuji dvé plemena koz, koza hnéd4 kratkosrsta,
ktera zaujima 28 % celkové populace a koza bila kratkosrsta a ta tvori 62 % populace. Obé
plemena se chovaji jak v malochovech, tak i ve velkochovech a jsou zatazeny do Narodniho
programu genetickych zdroji CR (Horak & Treznerova 2010; Fantova 2012; Sztankoova &
Rychtarova 2017). V nasledujicim grafu (Obrazek 1) je zobrazeno procentudlni zastoupeni
zemédélskych podnikti s chovem koz v roce 2019 podle poctu koz v podniku (Bucek et al.
2022).
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Obrazek 1 Zemédelské podniky s chovem koz k 31. 12. 2019 podle poctu koz v podniku

3.1.1 Narodni plemena koz

3.1.1.1 Koza bil4 kratkosrsta

Koza bild kratkosrstda je mlécné plemeno, vyslechténé v prvni poloving 20. stoleti
na Ceském uzemi, a to kiizenim puavodnich rustikalnich koz, lokalné chovanych,
se saanenskymi kozly, dovezenymi z Némecka a Svycarska. Diive proto bylo plemeno
klasifikovano jako saanenské-odvozené, avSak vletech 1954-1955 bylo wuznano
jako samostatné plemeno a dnes uz se vyskytuje po celém uzemi Ceské republiky (Sztankoova
& Rychtarova 2017). Dale béhem let 1950 az 1990 byla snaha plemeno zuSlechtovat
opakovanym posilanim inseminacnich davek bilé némecké kozy z Némecka. Od roku 1996
je snaha o revitalizaci plemene metodou cistokrevné plemenitby, podporfenou zafazenim
plemen do narodnich genetickych rezerv (Jedlicka 2017)

Plemeno je pevné konstituce se stfednim az velkym télesnym ramcem, klidného
temperamentu. U kozli dosahuje ziva hmotnost rozmezi 70-90 kg a u koz 50-60 kg.
Kohoutkova vyska se pohybuje u kozlt v rozmezi 70 az 90 cm a u koz 70 az 80 cm. Télo
pokryva charakteristicky kratka a hladka srst s moznymi koznimi pfivésky. Barva srsti je Cisté
bila bez dalSich povolenych barevnych pfimési. Diive byla provadéna prisna selekce
na bezrohost u obou pohlavi, dnes uz tomu tak neni a do chovu se zafazuji i1 rohati jedinci
(“SCHOK”; Jedlicka 2017).

Kozy jsou rané a vysoce plodné s dobrou schopnosti konverze krmiv. Plemenna kniha
vznikla v roce 1928 a spolu s ni se zavedla kontrola uzitkovosti. Plodnost se pohybuje
okolo 200 %, mlécna uzitkovost je v pruméru 700-1100 kg mléka za laktaci 280 dni. Tucnost
mléka by méla byt 3,4-3,7 % pfti obsahu bilkovin 2,8-3,1 % (“SCHOK?”).

Koza bila kratkosrstd je velmi odolné plemeno a setkdme se s ni v intenzivnich
velkochovech i v malochovech (Matlova & Konrad 2015b).

11



3.1.1.2 Koza hnéda kratkosrsta

Koza hnéda kratkosrsta je plemeno mlécného typu vyslechténé v prvni poloviné
dvacatych let v CR. Plemeno vzniklo pfevodnym kiizenim ptivodnich selskych hnédych koz
s tehdy dovezenymi kozly harzského plemene z Némecka do pohrani¢nich oblasti (“SCHOK”).
Tyto hn&dé kozy byly nejdiive rozsifené hlavné v severni a zapadni horské oblasti Ceské
republiky, ktera byla v té¢ dobé& osidlena némeckymi pfistéhovalci. Pozdéji se plemeno diky své
oblibenosti rozsifilo po celém tzemi Ceska (Sztankoova & Rychtarova 2017). V dalsim obdobi
let 1950 az 1990 bylo plemeno zuslechtovano pravidelnym importem inseminacnich davek
hnédé némecké kozy (Matlova & Konrad 2015a).

Tyto kozy jsou stfedniho té€lesného ramce obdélnikovitého tvaru a pevné konstituce.
Oproti koze bilé je vzhledové jemnéjsi a menSi. Kohoutkova vyska se v dospé€losti pohybuje
u kozy okolo 70 c¢m a u kozla 80 cm. Ziva hmotnost je u kozldi 65-80 kg a u koz 45-60 kg.
Zbarveni je celoplastové hnédé s Cernym pruhem, tahnoucim se od cela k ocasu, Cernym
bfichem a Cernymi koncCetinami. Srst je kratka a hladka s moznym vyskytem koznich piivésku
a roht (“SCHOK?”).

Koza hnéda kratkosrsta je rané a odolné plemeno s vysokou plodnosti. Kontrola
uzitkovosti zacala v roce 1963 spolu se zavedenim plemenné knihy (Matlova & Konrad 2015a).

Béhem nékolikaleté Slechtitelské prace se u kozy hnédé stabilizovala vysoka mlécna
uzitkovost, ktera ¢ini v priméru 600-1000 kg mléka za laktaci 280 dni, a to pfi tucnosti
3,4-3,7 % a 2,9-3,2 % obsahu bilkovin. Plodnost je uvadéna okolo 200 %. Populace hnédych
kratkosrstych koz je Slechténa pfedevsim na mléénou uzitkovost, dale na plodnost, matefské
vlastnosti, ranost, zdravi a dlouhovékost (“SCHOK”). Primérna ziva hmotnost kiizlat ve véku
70 dni je 15 kg a denni piirtstek u kiizlat v odchovu a vykrmu je 170-180 g (Sztankoova &
Rychtarova 2017).

3.1.2 Program uchovani genovych rezerv

Rychly rozvoj novodobého intenzivniho zemeédé€lstvi obecné potlacuje genetickou
diverzitu puvodnich plemen hospodaiskych zvifat v mnoha regionech. Jiz pfiblizné
devadesatdevét druhti hospodaiskych zvifat navzdy zmizelo z planety. Mali prezvykavci,
hlavné ovce a kozy poskytuji nékolik komodit jako maso, vlnu, kazi nebo mléko.
Toto je dulezita soucast moderniho Zivoci$ného pramyslu. Pfesto nékteré druhy malych
prezvykavct jsou na pokraji vyhynuti kvili vysokému rozsiteni vysoce produktivnich plemen,
vznikajicich z intenzivniho Slechténi. Proto je nutné zachovat genetickou diverzitu malych
prezvykavct (Lv et al. 2019).

V narodnim programu najdeme plemena skotu, koni, ovci, koz, prasat, kralikt, ryb,
dribeze, nutrie a v¢ely. Mezi plemena koz se fadi koza bila kratkosrsta a koza hnéda kratkosrsta
(NRSGZZ 2022). Duvodem zafazeni do genofondu obou plemen téchto koz je
jejich dlouhodoba adaptace na lokalni podminky i v klimaticky neptiznivych oblastech, rovnéz
1 moznost jejich chovu v rezii Setrného zemédélstvi v oblastech, kde neni realny chov skotu.
Plemenna kniha a centralni databaze kontroly uzitkovosti je vedena Svazem chovatelti ovci
a koz. Do genového zdroje jsou zarazeni jen jedinci zapsani v plemenné knize se 100% podilem
gend. U kozla jsou upfednostiiovani jedinci s co nejnizsi piibuznosti v populaci. Cilovy stav
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uchovani genetického materidlu kryokonzervaci u obou plemen, je stanoven na piiblizné
1500-2000 inseminacnich davek a 100-150 zarodkt ze zamérného ptipafovani. Tyto pocty by
meély pravdépodobné mit schopnost obnovit chov téchto plemen koz v piipadé poklesu pocta
pod kritickou hranici. U bilé kozy je doposud zakonzervovano 30 plemenikii v mnozstvi
cca 500 davek a u hnédé kozy je to prozatim 15 plemenika v mnozstvi cca 300 davek (Matlova
& Konrad 2015a; Matlova & Konrad 2015b).

Pro vznik banky genetickych zdroji je v soucCasné dobé nejdualezit€jsi zpusob
kryokonzervace samcich ¢i samicich gamet. Kryokonzervace v kapalném dusiku pfi teploté
—196 °C, dokéze zivotaschopnost spermii udrzet na neomezené dlouhou dobu. Takto nizka
teplota zna¢né€ prodluzuje dobu skladovani sav€ich spermii hlavné diky uplné inhibici
metabolickych procest, zpisobené zmrazenim (Lv et al. 2019). Dokonce dle zpravy
od Salamona et al. (2000) jsou spermie berana schopné po krykonzervaci dlouhé 35 let stale
oplodnit samici po intrauterinni inseminaci.

V Ceské republice se program ochrany genofondu ptivodnich plemen datuje od roku
1994, kdy se tento program stal zdkladem vyzkumného projektu s ndzvem ,,Ndrodni program
uchovani a vyuziti genovych zdrojit hospoddrskych zvirat“. Narodnim referen¢nim stfediskem
pro genetické zdroje, které tento projekt koordinuje, se nachdzi ve Vyzkumném ustavu
zivoCisné vyroby v Uhfivnési. Vyuzivani , Narodniho programu® a €innosti s nim spojené jsou
prioritou Ministerstva zem&dé&lstvi a jsou pln& dotovany statem. Diky nému se také CR piipojila
ke svétovému programu ,,Dohody o biologické rozmanitosti“ a FAO (NRSGZZ 2022).

Schopnost reagovat na nepredvidané budouci udalosti a obtize, vCetné zavleCeni novych
nemoci nebo zmény klimatu, se zvySuje zachovanim genetickych zdroji. Otevieny tok
genetickych zdroji a spoluprace pii jejich ochrané jsou jadrem globalni potravinové
bezpeCnosti v modernim svéte, protoze vSechny narody jsou zavislé na genetické rozmanitosti.
Tudiz viechny genetické zdroje, podporované , Narodnim programem“ v CR, piispivaji
k celosvétové ochrané biologické rozmanitosti (Zedek et al. 2017).

3.2 Ejakulat kozla

3.2.1 Sperma

Semeno, sperma neboli ejakulat je tekutd suspenze skladajici se ze spermii, samcich
gamet a ze sekrett pfidatnych pohlavnich Zlaz. Tekuta Cast této suspenze se nazyva semenna
plazma. Spermie neboli sam¢i pohlavni buiika vznikd v semenotvornych tubulech varlat.
V téchto tubulech je fada zarodecnych buné€k, ve kterych se vytvari samci gamety. Plné
vyvinuté spermie jsou podlouhlé bunky skladajici se ze zplostelé hlavy s jadrem pro oplozeni
a ocasu, aparatem dulezitym pro pohyb (Hafez & Hafez 2000).

3.2.2 Semenna plazma

Semennou plazmu tvofi sekrety nadvarlete a hlavné vymesky pridatnych pohlavnich zlaz.
U kozla to jsou ampule chamovodu, predstojna zlaza (prostata), bulbouretralni zlaza a semenné
vacky (Kos et al. 2019). Semenna plazma predstavuje svym objemem hlavni podil ejakulatu,
u prezvykavcu jde o 70-75 % z celkového objemu. Svym bohatym sloZenim zajistuje spermiim
pfirozené prostfedi, ochranu, umoziiuje pohyb a je zdrojem jejich vyzivy (Marvan 2003).
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U prezvykavel dochazi nejdiive k vyluCovani sekreti bulbouretralnich zlaz. Tento sekret
upravuje pH mocové trubice pro dal§i vymeésky, které jsou uz poté vétSinou vyluCovany
soucasné. Sperma piezvykavcu je bohaté zejména na fruktozu (Kozumplik & Gamcik 1984).

Je prokazano, ze slozky semenné plazmy se ucastni klicovych déju souvisejicich s funkci
spermii, fertilizaci a vyvojem embrya v samiCim reprodukcénim traktu. Semenna plazma
je slozena z energetickych substrata (fruktoza, sorbitol, glycerylfosfocholin), iontd (Na+, K+,
Zn+, Ca*", Mg?", Cly), organickych sloucenin (kyselina citronova, aminokyseliny, peptidy,
proteiny, lipidy, hormony, cytokiny) a z dalSich latek. Chemické slozeni a funkce semenné
plazmy se muze liSit mezi druhy i mezi samci jednoho druhu, dokonce i mezi ejakulaty stejného
samce. Dal§i mozné zmény ve slozeni semenné plazmy, specifické predevsim pro kozla, jsou
zpusobeny teplotou, vyzivou, stresem a obdobim odbéru spermatu. Rozdily v profilech proteina
semenné plazmy nastavaji pii odbéru ejakulatu béhem rozmnozovaciho obdobi nebo mimo
néj a zpusobené jsou sezoénnimi variacemi hladin gonadotropind a jejich receptort na varlatech
(Juyena & Stelletta 2012). V Tabulce 1 je uvedeno slozeni semenné plazmy kozla (Juyena &
Stelletta 2012).

Tabulka 1 SloZeni semenné plazmy u kozla (Juyena & Stelletta 2012)

fruktoza (mg/dl) 875
glukoza (mg/dl) 4,8-8.8
kyselina citronova (mg/dl) /
bilkoviny celkem (g/dl) 0,77-1,48
fosfolipidy (mg/dl) 57
cholesterol (mg/dl) /
sodik (mg/dl) 60-183
draslik (mg/dl) 76-255
vapnik (mg/dl) 5-15
chlor (mg/dl) 82-215
hot¢ik (mg/dl) 1-4

Na rozdil od berana a vSech ostatnich hospodarskych zvitat slozky semenné plazmy kozla
muzou predstavovat problém pii procesu fedéni a nasledné kryokonzervace. Kozli sperma totiz
obsahuje specifické slozky, které zhorSuji kryorezistenci spermii za urcitych podminek. Jedna
se o enzym fosfolipdza A2 kterd interaguje s vajeCnym zloutkem (zékladni prodluzovac
spermatu) za vzniku latek, toxickych pro spermie (Sharma & Sood 2020). Tento enzym
je bulbouretralniho pivodu, a nazyvan jako enzym koagulujici vajecny zloutek (EYCE),
popsany Royem (1957). Rovnéz Nunes et al. (1982) objevil dalsi takovy enzym z bulbouretralni
zlazy kozla, ktery ale interaguje s odstfedénym mlékem (druhy zékladni prodluzovac spermatu)
také za vzniku nevhodnych podminek pro spermie.
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3.3 Faktory ovliviiujici parametry spermatu a kryotoleranci

3.3.1 Sezonnost

reprodukéni obdobi odpovida sezonnimu vzoru tak, aby byly pro narozena kuazlata zajistény
idealni podminky s ohledem na teplotu a moznost pastvy. Toto obdobi je obvykle na jare
(Abecia et al. 2011). Délka rozmnozovaciho obdobi se u koz méni nepfimo v zavislosti
na zemépisné Sifce. Ke zkracovani dochazi se zvétSovanim zemépisné Sitky a naopak. Kozy
chované ve strednich a vysokych zemepisnych Sitkach vykazuji vyraznou sezonnost a naopak
kozy v tropech nebo subtropech se mohou pafit kdykoliv béhem roku (Leboeuf et al. 2000;
Choe et al. 2006). Nejdulezitéjsim environmentalnim faktorem, ktery fidi obdobi rozmnozovani
v mirnych pasmech, je délka dne (Choe et al. 2006). Fotoperioda je hlavnim signalem
pro nacasovani reprodukéniho cyklu prostfednictvim uvolfiovani melatoninu a pohlavnich
hormonli, u samcl testosteronu. V této souvislosti jsou pozorovany sezonni zmeény
v charakteristikach libida a spermatu, hmotnosti a velikosti varlat (Ritar & Salamon 1991; Sias
et al. 2005).

Kozlové maji silnou sezénnost v kvalité a kvantité produkce ejakulatu, a tudiz je omezena
1 doba, kdy je vhodné odebirat sperma urCené pro skladovani nebo umeélou inseminaci (Ritar
1993). V Ceskych podminkach mirného pasma je nejlepsi obdobi od poloviny podzimu az
do poloviny zimy, kdy se zkracuje svételna délka dne (Ritar & Salamon 1991).

Karagiannidis et al. (2000) provedl studii, ve které byly sledovany charakteristiky
spermatu Alpskych, Saanskych a Damasskych kozl, narozenych a chovanych ve stfedomoii.
Studie pozorovala vliv fotoperiody a sezonni vykyvy reprodukce na kvalitu a kvantitu spermatu
u kozli téchto plemen. Pres rozdily v témér vSech charakteristikach spermatu mezi
studovanymi tfemi plemeny, byly nalezeny vyznamné sezonni rozdily. Sezoénni rozdily
se tykaly jak mnozstvi spermatu (objem, koncentrace a celkovy pocet spermii) tak i kvality
(pohyblivé spermie, abnormalni spermie a rychlost progresivni motility). Ve vysledku bylo
lepsi sperma v obdobi s klesajici délkou svételného dne (obdobi rozmnozovani) oproti obdobi
s rostouci délkou dne. ZlepSeni charakteristik spermatu v obdobi krat§iho dne lze Castecné
vysvétlit zménou sekre¢niho vzorce epifyzového melatoninu, ktery zvySuje hladiny
testosteronu a luteinizacniho hormonu. Luteinizacni hormon dale stimulyje rust varlat a dalsi
uvoliovani testosteronu. OvSem dulezitost téchto sezonnich rozdil v charakteristikach
spermatu neni tak velka, aby kozel nemohl byt vyuzivan k reprodukci cely rok.

Dle Kumar et al. (2016) ro¢ni obdobi a intenzita chovu vyznamné ovliviiuje schopnost
spermii kozla odolavat procesu zmrazovani a rozmrazovani. Sperma bylo odebirano pomoci
umélé vaginy béhem dvou sezon (podzimni a zimni) a kryokonzervovano. Obdobi odbéri mélo
vyznamny vliv na v§echny parametry spermatu, kromé zivotaschopnosti a zkousky propustnosti
membrany spermii. Akrozomalni neporuSenost spermii byla vyznamné vyssi a abnormalita
spermii niz§i v zimnim obdobi, oproti podzimu. Kozli sperma, odebrané v zimnim obdobi
v polointenzivnim systému, vykazovalo lepsi kryotoleranci.
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3.3.2 Vék

Nastup pohlavni dospélosti u kozla souvisi s vékem a télesnou hmotnosti. Sperma muze
byt odebirano az po dosazeni pohlavni dospélosti kozla. Tento vék je vhodny pro zarazeni
samce do chovu (Ridler et al. 2012). Pohlavni dospélosti stfedné¢ velka plemena dosahuji
piiblizné ve véku 4-5 mésict. V tomto véku uz se u vétsiny plemen koz, chovanych v mirném
prostfedi severni polokoule, objevuji oplozeni schopné spermie v ejakulatu. Presto tomto
vékovém obdobi neni dostatecna kvalita spermatu a neni doporucovano kozly zarazovat
do chovu. Zarazeni do chovu u kozll je doporu¢ovano az ve véku 8 mésicti (Pugh & Baird
2012). Pti odhadu veku, ve kterém je mozné zaradit kozla do reprodukce, nam miize pomoci
meéteni varlat samce (obvod Sourku, délka varlat atd.), jelikoz je dokazano, ze velikost varlat
uzce souvisi s velikosti téla. Vyrazné zvétSeni velikosti varlat pfedpovida zacatek aktivni
spermatogeneze (Kerketta et al. 2015).

Analyza kvality spermatu ve studii od Tabarez et al. (2017) ukazala, ze vék samce mél
vliv na objemovou a hmotnostni motilitu a na funk¢ni celistvost spermii u ¢erstvého ejakulatu,
s vyS$§imi hodnotami ve prospéch starSich samcu. Jednou z pfi¢in zlepSeni hodnot muze byt
zvétSeni velikosti a hmotnosti varlat, coz souvisi s ucinnosti spermatogeneze. Dal§i hodnoceni
od Tabareze et al. (2017) po kryokonzervaci ukazalo, ze kvalita spermii po zmrazeni a
rozmrazeni byla lepsi u dvouletych samct nez u ro¢nich kozli. Vysledky u starSich samct
ukazaly lepsi kryotoleranci spermii. Z tohoto diivodu by se mél zvazovat eventualni veék kozIq,
kteti budou zafazeni do plemenitby nebo jejich sperma mé byt zatazeno do ochrany genovych
rezerv.

3.3.3 Zdravi

Zdravotni stav je u kozla Casto prehlizen. Spravna zdravotni péce u kozla umoziuje, aby
jeho geneticky potencial byl pln€ vyuzit. Nedostatecna pozornost ve vztahu ke zdravi mize mit
za nasledek snizenou reprodukci, zavleceni nemoci do stdda nebo snizeni délky zivota
plemenika (Rowe 2010). Vznik reprodukcnich problému je zptisoben hlavné vyzivovymi
nedostatky spojenymi s vlivem stresu a patogentl, vCetné bakterii, viri a paraziti. NejCast€jsi
reprodukéni choroby, které postihuji reprodukéni systém malych prezvykavcu jsou bruceloza,
leptospiroza, toxoplazmoza, listerioza a kampylobakterioza. Ekonomické ztraty v chovu,
zpusobené t€mito problémy, mohou byt zmirnény zlepSenim kontrolniho managementu zdravi
a ockovanim (Ali et al. 2020).

3.3.4 Télesna kondice

Pro hodnoceni télesné kondice se ukazal byt nejpraktitéjSim nastrojem systém Body
condition score (BCS-skore telesné kondice), zavedeny pro hospodarska zvifata. BCS
je prakticky ajednoduchy ukazatel dostupnych tukovych zasob, které zvife ma a muze je vyuzit
v piipadé potieby. Bodovani t€lesné kondice u koz a kozli se v systému BCS udava na stupnici
v rozsahu od 1,0 do 5,0 (viz Obrazek 2). Pficemz BCS 1,0 znamena extrémné hubena koza
a BCS 5,0 velmi obézni (pfetucnéla) koza (Villaquiran et al. 2007). Kozlové by méli na zac¢atku
obdobi rozmnozovani byt ve Spickové télesné kondici, protoze v reprodukénim obdobi
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vykazuji zvySenou fyzickou aktivitu se snizenym piijmem krmiva (Rowe 2010). Idealni télesna
kondice kozli udavana na stupnici BCS je vétsi nez 3,0 (Ghosh et al. 2019).

Obrazek 2 Bodovani télesné kondice dle BCS na stupnici od 1 do 5 (Vieira et al. 2015)

3.3.5 Vyziva

Vyziva hospodarskych zvirat hraje dilezitou roli v ristu a vyvoji reprodukénich organt
(Widiyono et al. 2017). Mnozstvi a kvalita krmeni ovliviluje vyvoj a hmotnost varlat samce a
s tim spojenou spermatogenni kapacitu a reprodukéni vykonnost. Proto by meéli byt samci
malych prezvykavcl spravné krmeni jiz dva mésice pred ptipoustécim obdobim (Martin et al.
2010). Razné trovné omezeného krmeni a dokrmovani u kozlt nemélo zadny zasadni vliv na
parametry spermatu. Hodnoty spermatu byly dodrzeny ve fyziologickych hodnotach at’ uz pfti
omezeném nebo neomezeném krmeni (Widiyono et al. 2017).

Vétsi vliv na kvalitu spermatu kozli maji rizné dopliky piidané do krmiva. Naptiklad
Souza et al. (2019) hodnotil vliv Inéného seminka na kvalitu spermatu zatazeného do krmné
davky kozlich samcti. Lnéné seminko je bohatym zdrojem tukd a vitamind. Senzorické
vlastnosti spermatu nebyly po ptidani Inéného seminka zménény. Pti doplnéni Inéného seminka
nad 12 % se zvysil objem ejakulatu u skupiny kozIa az na 1,13 ml. Ke zlepSeni fyziologickych
a morfologickych aspektd spermatu kozlt doslo pfi dodani Inéného seminka nad 4 %.

Dulezita soucast vyzivy zvifat jsou mineralni slozky. VSeobecné organické mineralni
latky zlepSuji produkcei spermatu, motilitu spermii a samci plodnost diky ucinnému vstiebavani
a vyuziti v téle. Ze stopovych mineralnich latek maji s ohledem na reprodukcni soustavu
nejvetsi viiv méd’ (Cu) a zinek (Zn). Zinek je dulezity pro rust varlat a spermatogenezi a jeho
ptidavek do krmeni u zvifat zvySuje procento spermii s neporusenymi membranami
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a antioxidacnimi vlastnostmi (Underwood & Somers 1969; Arangasamy et al. 2018a). Méd’ je
odpovédna za udrzeni libida a jeji nedostatek zptusobuje neplodnost. Protoze pii nedostatku
meédi nefunguji spravné Sertoliho buriky odpovédné za vyvoj spermii (Van Niekerk & Van
Niekerk 1989). Dodatecné zarazeni organického zinku a médi do krmné davky rostoucim
kozlikim urychlilo nastup pohlavni dospélosti o nékolik dni a zlepSilo kvalitativni a
kvantitativni charakteristiky spermatu. Koncentrace samc¢iho pohlavniho hormonu testosteronu
v krvi byla vyssi u kozlikli, kterym byla dopliikove krmena méd. Testosteron ovliviiuje
spermatogenezi a vyvoj pohlavnich organd s nimiz je spojen nastup pohlavni dospélosti
(Arangasamy et al. 2018b). Doplilovani mineralnich slozek do krmné davky v brzkém stadiu
puberty zlepSuje kvalitu a kvantitu odebraného spermatu a antioxidacniho obranného systému
semenné plazmy. ZlepSenim téchto hodnot u odebraného spermatu dochazi ke zvySeni
kryorezistence a krytolerance spermii, které by méli byt zmrazeny (Narasimhaiah et al. 2018).

Studie Arangasamy et al. (2018a) zamétena na dopliiovani dvou stopovych prvka Cu a
Zn do krmné davky kozli, zkoumala vliv ochrany spermii v procesu zmrazovani a
rozmrazovani. Skupinam kozli byly podavany rizné davky organického Zn a Cu nebo jejich
kombinace do krmeni po dobu 180 dni. Odebrané sperma od takto suplemetovanych kozla bylo
hluboko zmrazeno pti -196°C. Pohyblivost spermii, zivotaschopnost, neporusenost plazmatické
membrany a akrozomu, stejné¢ jako mnozstvi oxidac¢niho stresu, byly vsSechny zlepSeny
ve vzorcich spermatu od kozl, ktefi dostavali mineralni dopliiky. Takto zlepSené hodnoty
predpovidaji vysokou oplozovaci schopnost rozmrazenych spermii. Suplementace organického
zinku a médi u kozli se ukazala jako kryoprotektivni pro spermie i b€hem ochlazovani, kdy
spermie méli lepsi kryorezistenci proti nizkym teplotam. Kryoprotektivni ucinky stopovovych
minerald zinku a meédi na spermie kozla byly prokazany na fertilizacnim potencialu. Semeno
kozl po zmrazeni bylo podrobeno vazebnému testu spermii na obal vajicka a rychlost Sté€peni.
Vys8i poCet navazanych spermii na obal vajicka mély spermie od kozld, kterym byla méd’ a
zinek dopliiovany do krmné davky. Rychlost §t€peni vajicka byla taktéz vyrazn€ vyssi u spermii
suplementovanych kozld oproti kontrolni skupiné bez doplnéni Zn a Cu (Hemalatha et al.
2018).

3.4 Odbeér ejakulatu

Pro odbér ejakulatu se ma aplikovat takovd metoda, kterd plni tato zakladni
kritéria: ziskani Cistého ejakulatu, zachyceni celého objemu ejakulatu, neposkozeni vitality
spermii, zamezeni rozSifovani pohlavnich chorob a zarovefl nesmi pifi odbéru dojit
ke Skodlivému vlivu na zdravi a plodnost plemenika. (Kozumplik & Gamdcik 1984;
Jiménez-Rabadan et al. 2016) uvadi, ze odbér ejakulatu je prvnim dilezitym krokem v procesu
kryokonzervace spermatu, avSak je Casto piehlizen.

Odbér spermatu u kozla se provadi dvéma zpuisoby. Pomoci umélé vaginy nebo
elektroejakulaci (Leboeuf et al. 2000). Vhodnéjsi a preferovanéj§i metoda odbéru ejakulatu
u kozli je pomoci umélé vaginy, ale tato metoda vyzaduje piedchozi trénink samcu.
Elektroejakulace muze fungovat jako alternativa, kdy samci z néjakého divodu nemohou byt
trénovani na odbér umélou vaginou, ale je potfeba jim odebrat sperma (Jiménez-Rabadan et al.
2012).
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3.4.1 Uméla vagina

U kozla je nejcCastéji vyuzivanou metodou odbéru spermatu pomoci umélé vaginy. Uméla
vagina by méla co nejpiesnéji napodobovat pohlavni ustroji samice (Kos et al. 2019) Uméla
vagina se sklada z venkovniho pevného valce o délce 200-210 mm a pruméru 50-55 mm
do kterého se vklada vnitini gumova vlozka (délka 320-360 mm a prumér 30-35 mm). Na jeden
konec se pomoci pryzovych manzet piidéla jednorazovy sbéra¢ spermatu (plastovy pytlik).
Pro hygienictéjsi odbér spermatu je doporucovan model umeélé vaginy pro byky, zkraceny
0 190 mm, s pouzitim jednorazového sbérace (Kozumplik & Gamcik 1984). Na povrchu
sliznice pyje se nachazi né€kolik télisek s nervovym zakoncenim, ktera dopomahaji samci
v ejakulaci. Proto je dulezité dbat na spravnou piipravu umelé vaginy, predevsim na spravny
tlak, teplotu a lubrikaci. Prostor mezi valcem a vnitini gumovou vlozkou se naplni vodou.
Ideélni teplota vody pro malé prezvykavce je v rozmezi 40-41 °C. Tlak uvnitt umélé vaginy
zajisti vzduchovy ventil, ktery se nachazi zvenku valce a diky nému se upravi obsah vzduchu
v meziprostoru a také tlak, vyvijeny na penis uvnitt. Posledni aspekt je lubrikace, ktera se zajisti
pomoci sterilni nespermicidni latky jako je vazelina nebo sonograficky gel. Tato latka
se aplikuje na druhy konec umélé vaginy, kde se nenachédzi sbéra¢ (Kos et al. 2019).
Na Obrazku 3 muzeme vidét model umélé vaginy pro odbér spermatu kozla (Kos et al. 2019).

Obrazek 3 Model umélé vaginy pro kozly (Kos et al. 2019)

Samotny odbér ejakulatu kozla probiha bud’ na volno nebo je plemenik fixovan
v piipoustédle. Odbér spermatu probiha nejlépe na fijici koze, mize se vSak pouzit jako atrapa
1 nefijici koza nebo jiny kozel (viz Obrazek 4), ale 1 nezivy fantom (Kozumplik & Gamcik
1984).

Metoda odbéru pomoci umélé vaginy je preferovana u trénovanych samcu. U nich je tato
metoda rychla, nestresujici, bezbolestna a poskytuje fyziologicky normalné;si vzorek. OvSem
je nutné samce na tento zpusob odbéru nejdiive navyknout, coz vyzaduje ¢as (Pugh & Baird
2012).
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Obrazek 4 Odbér spermatu u kozli pomoci umeél

3.4.2 Elektroejakulace

Dals$i mozny zpusob ziskani spermatu od kozla je elektroejakulace, ktera funguje
na principu drazdéni elektrickym proudem pies sondy zavedené do rekta samce. Jako sonda
se nejCasteji pouziva bipolarni elektroda ve tvaru duté palicky o délce 320-400 mm a Sifce
10-15 mm (Kozumplik & Gamcik 1984). Tato metoda, pomoci nizkonapétovych a
nizkoproudych elektrickych impulst, stimulujici panevni nervy, vyvolava peristaltické
kontrakce vyvodnych pohlavnich cest, hlavné chamovodi a jejich ampul (Abril-Sanchez et al.
2019; Kos et al. 2019).

Elektroejakulatory vysilajici elektrické podnéty do konecniku uméle stimuluji pfidatné
pohlavni zlazy, které diky tomu produkuji vice tekutiny coz ma za nasledek zvétSeni objemu
semenné plazmy ve spermatu. Také jsou prokazany rozdily ve slozeni semené plazmy mezi
spermatem ziskanym umélou vaginou nebo elektroejakulaci. Tyto rozdily by mohly mit
za nasledek zménu kryotolerance spermii ke kryokonzervaci (Jiménez-Rabadan et al. 2013).
Sperma ziskané pomoci elektroejakulace byva nesoudrzné s vysokym obsahem semenné
plazmy a nizsi koncentraci spermii nez u odbéru metodou umélé vaginy. (Pugh & Baird 2012)

Elektroejakulace je prakticka metoda odbéru spermatu, jelikoz neni potieba na ni pfivykat
samce jako na techniku odbéru pomoci umélé vaginy. Je snadno pouzitelna pro odbér spermatu
velkého poctu zvifat najednou nebo pro odbér mimo reprodukéni sezéonu u malych
prezvykavcl. Protoze mali prezvykavci maji sezonni reprodukéni vzorce a bylo by tézké je
ptirozené odebrat s umélou vaginou mimo pripoustéci obdobi (Abril-Sanchez et al. 2019).
Pfi procesu odbéru spermatu elektroejakulaci mohou byt samci zklidnéni pomoci sedace,
avSak zalezi na dispozicich samce a dovednosti personalu. Kozel by mél byt fixovan v poloze
na boku (Shipley, et al. 2007). Pfed zavedenim sondy se oblast rekta a rektum ocisti od necistot
vlaznym fyziologickym roztokem. Poté se do rekta zavede namazand sonda do hloubky
cca 150-200 mm a fixuje se. Impulsy elektrického proudu do sondy se pousti na 4-6 sekund a
poté se sonda vypne na 3-4 sekundy. Toto schéma se dodrzuje, dokud nedojde k ejakulaci.
Obvykle se dostavi po 4-5 cyklech (Kozumplik & Gamcik 1984; Pugh & Baird 2012) Jednou
znevyhod elektroejakulace muze byt pofizeni nakladného vybaveni a provedeni sedace
u vétsiny zvitat (Kos et al. 2019).
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Jiménez-Rabadan et al. (2013) ve své studii porovnava standartni zptisob kryokonzervace
koziho spermatu, odebranym umélou vaginou, se stejnou metodou a jejimi modifikacemi
provzorky odebrané zpusobem elektroejakulace. Studii zakonCil testem fertilizace
ve zkumavce, aby porovnal fertilitu kontrolnich vzorkl s fertilitou vzorkii odebranych
elektroejakulaci, které vykazovaly nejlepsi kvalitu spermii. Po odebrani spermatu nebyly
zjistény velké rozdily ve sledovanych parametrech spermii mezi metodami odbéru. OvSem
po kryokonzervaci spermie odebrané pomoci umélé vaginy vykazovaly vySsi hodnoty
parametri motility oproti tém, odebranym pomoci elektroejakulace. Ale tyto rozdily zmizely,
pokud se porovnaly vzorky z umélé vaginy se vzorky z elektroejakulace, které byly zmrazeny
pomoci vylepSeného protokolu kryokonzervace. Spermie odebrané -elektroejakulaci a
kryokonzervované v podminkach tohoto protokolu vykazovaly po rozmrazeni stejné kvality
jako spermie odebrané umélou vaginou se standartnim protokolem mrazeni (Jiménez-Rabadan
et al. 2013). Dalsi studie od Jiménez-Rabadan et al. (2012) zjistil, ze ispeSnost kryokonzervace
spermatu kozla zavisi také na zptisobu odbéru spermatu, na obdobi reprodukce, ve kterém jsou
odebirany a pouziti extenderd. Nejlepsi kvality spermatu po kryokonzervaci byli zjistény
pii odbéru ejakulatu pomoci umélé vaginy v obdobi rozmnozovani. Vliv zpusobu odbéru
spermatu na naslednou kryorezistenci spermii byla zkoumana mezi malymi pfezvykavci.
Konkrétné byly porovnavany dvé metody odbéru, elektroejakulace a uméla vagina, mezi berany
plemene Manchega a kozli plemene Blanca-Celtibérica. Sperma bylo od obou rodu, kozll a
berant, odebirano ve stejny den a zmrazeno totoznym zpusobem. Po rozmrazeni byly
zkoumany parametry pohybu spermii pomoci CASA a stabilita membrany, zivotaschopnost
spermii a mitochondrialni aktivita prostfednictvim prutokové cytometrie. U berand nebyl
zaznamenany zadny vliv na spermie pii riznych metodach odbéru. Ovsem u kozla to bylo
naopak. Negativni vliv elektroejakulace méla na motilitu kozlich spermii a dal§i parametry
meéfené prutokovou cytometrii. Hodnoty kozliho spermatu odebrané pomoci umélé vaginy méli
podobné parametry jako berani spermie, které neovlivnily rozdilné metody odbéru (Jiménez-
Rabadan et al. 2016).

Ve starsi studii od Memon et al. (1986) je upozoriiovano, ze pouziti elektroejakulace
vedlo u kozli ke zvySené vokalizaci, tachypnoe a nadbytenym svalovym kie¢im v oblasti
zadnich koncetin. Tudiz nebyl doporucen z hlediska welfare pro sbér spermatu u kozl. Pouziti
elektroejakulace spousti obvyklé stresové reakce souvisejici s fyziologickymi, biochemickymi,
endokrinnimi a hematologickymi zménami. Navzdory skuteCnosti, ze elektroejakulace je
ucinny postup pro odbér spermatu, byly v nékterych zemich vzneseny obavy ohledné jeho
pouziti kvili stresu a bolesti, kterou zptasobuje. Pfi snaze o dobré zivotni podminky zvirat
aplikace elektroejakulace bez anestezie vyvolava obavy. Pouziti elektroejakulace pro odbér
spermatu je v fadé evropskych zemi zakazano, protoze je povazovano za nehuméanni metodu
(Abril-Sanchez et al. 2019).

3.5 Hodnoceni spermatu po odbéru
Ejakulat po odbéru je podroben kvalitativnimu a kvantitativnimu hodnoceni. Kvalita

a kvantita spermatu se hodnoti bezprostfedné po odbéru. Parametry, které se obecné hodnoti
v kvalitativnim posouzeni jsou koncentrace spermii, jejich motilita a morfologie spermii (Lv et
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al. 2019). Po odbéru se ejakulat umisti do vodni 1azné o teploté 37 °C a co nejdfive vyhodnoti
nasledovné. Makroskopické hodnoceni posuzuje objem, konzistenci, barvu, cizi piimési a
pii mikroskopickém hodnoceni je sledovana aktivita, morfologie a koncentrace spermii.
Poté nasledu;ji dalsi potifebna hodnoceni a testy (Pugh & Baird 2012).

Hahn et al. (2019) se ve své studii zaméfil na vliv teploty a ¢asu na kvalitu Cerstvé
odebraného spermatu do doby, nez je zpracovano. Udava, ze casovy bod vySetfeni spermatu
po odbéru je faktor siln€ ovliviiujici Cerstvé semeno kozla a naslednou kryorezistenci. Kozli
Cerstvé sperma je schopné snaset pokojovou teplotu po dobu nejméné 10 minut, aniz by se
zhorsila celkova kvalita semene. Proto se doporucCuje, aby zakladni vySetfeni probéhlo
do 10 minut po odbéru spermatu. Se spermatem po odebrani je potfeba zachazet opatrné, aby
nedoslo k tepelnému Soku, kontaminaci dezinfekénimi prostfedky, vodou, vzduchem a
spermii (Faigl et al. 2012). Po potiebném posouzeni kvality spermatu se mize piimo fedit
pomoci zmrazovacich fedidel (Lv et al. 2019).

Dorado et al. (2009) uvadi, ze procento morfologickych abnormalit a procento
pohyblivych spermii v Cerstvém spermatu jsou nejlepSimi predpoklady pro zjisténi hodnot
celkové prezitelnosti spermatu po rozmrazeni. K pfedpovédi plodnosti spermii se vyuziva test
hypoosmotického otoku (HOST). HOST je pifimocara a u¢inna metoda se silnou spolehlivosti
a reprodukovatelnosti (Lv et al. 2019). Prob&hlo Cetné pokust o zavislosti vysledka vySe
uvedenych testt s plodnosti samic, které byly inseminovany hodnocenym semenem. Bohuzel
schopnost oplodnéni nezalezi jen na jediném parametru spermatu, ale také na dalSich faktorech
jako napfiklad plodnosti samice, zptisobu vyvolani fije (pfirozenéxhormonaln¢), rocnim obdobi
a misté ulozeni spermatu (Faigl et al. 2012).

3.5.1 Makroskopické hodnoceni

Makroskopické hodnoty odebraného sperma se posuzuji smyslové, a to ihned po procesu
odbéru. Hodnoti se objem, barva, pach, konzistence a Cistota nebo obsah cizich pfimési
(Kozumplik & Gamcik 1984).

Objem spermatu reflektuje celkovy funkcni stav pridatnych pohlavnich zlaz a varlat.
Je doporucovano, aby byl vzorek vazen ve stejné nadobé¢, do které byl odebran, aby se predeslo
pfipadnym ztratam (Baskaran et al. 2021). Hodnota objemu je promeénliva a mize kolisat.
Zavisi na plemeni, v€ku, hmotnosti samce, intenzity odbéru, zpusobu odbéru, krmeni
a zdravotnim stavu (Kozumplik & Gamcik 1984; Hafez & Hafez 2000; Louda 2001). U kozla
se objem pohybuje od 0,5 ml do 1,2 ml, v priméru ¢ini 1 ml. Barva se posuzuje proti svétlu a
m¢éla by byt bila nebo Sedobila. Jiné zbarveni predstavuje zneCisténi cizimi pfimésemi a takové
sperma je nepouzitelné a zlikviduje se (Hafez & Hafez 2000). Pach se posuzuje Cichem a mél
by byt neutralni az specificky pro kozla (Louda 2001). Konzistence spermatu se hodnoti
vizualn€, ejakulat by mél byt nepruhledny a predstavovat hustou tekutinu smetanové
konzistence s vysokou viskozitou (Kozumplik & Gamcik 1984). V Tabulce 2 mizeme vidét
parametry mikroskopického vysetfeni ejakulatu kozla (Kos et al. 2019).
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Tabulka 2 Paramatry makroskopického vysetreni spermatu kozla (Kos et al. 2019)

cizi
objem (ml) | viskozita barva pach piimeésy pH
typicky
0,5-7 smetanovitd| mlécna kozli ne 6,3-7,5

3.5.2 Mikroskopické hodnoceni

Do skupiny tradi€niho mikroskopického hodnoceni patii metody urcujici aktivitu spermii,
koncentraci spermii, morfologii spermii, prezivatelnost a rezistenci spermii (Kozumplik &
Gamcik 1984). Standardni hodnoty kvalitativniho posouzeni jsou koncentrace, motilita a
morfologie. Dale se mohou zaradit dal§i, propracovanéjsi testy, mezi které patii test tepelné
odolnosti, test akrozomalni integrity, schopnosti spermii cestovat v riznych médiich, testy
hypoosmotického otoku (HOST), pocitacove zalozené hodnoceni motility (Computer Assisted
Semen Analyses, CASA) (Faigl et al. 2012).

Aktivitu neboli motilitu spermii charakterizuje progresivni pohyb smérem vpred
za hlavickou a tento pohyb je také jednim z nejvyznamnéjsich ukazatelti oplozovaci schopnosti
ejakulatu. Aktivita spermii je vyjadfovand v procentech a u kozla je stanovena na 85 %
pro spermie, které maji byt zmrazovany (Louda 2001). Pocet spermii na jednotku objemu
spermatu neboli koncentrace spermii je pfimo Umérna pocCtu spermii a mnozstvi semenné
plazmy. Tudiz je koncentrace spermii ovlivnéna funkcnosti reproduk¢nich organi (Baskaran et
al. 2021). U kozla se pohybuje koncentrace spermii v rozmezi od 2,5x10° do 5,0x10° v 1 mm?
v pruméru 3,0x10° (Hafez & Hafez 2000). Hodnoceni morfologie spermii je jednou
z nejnaro¢néjSich parametrd z hlediska jejiho rozboru a vykladu, kvili morfologické
proménlivosti u riznych druhd. Toto hodnoceni je jednou z kritickych slozek pii urovani
kvality spermatu. Pii tomto hodnoceni se vzorek spermatu natfe na mikroskopické sklicko,
obarvi se jednim znékolika riznych postupt a pod mikroskopem se hodnoti stavba
jednotlivych spermii a jejich patologie (Baskaran et al. 2021). Procento patologickych spermii
by u kozla nemélo prekrocit hranici 15 % (Louda 2001). Kos et al. (2019) uvadi parametry
mikroskopického vySetfeni v nasledujici Tabulce 3.

Tabulka 3 Paramatry mikroskopického vysetieni u kozla (Kos et al. 2019)

koncentrace

- 3
(spermie/mm”) motilita | morfologie | patologie

500 000-5 000 000 | 70-90 % | 70-80 % | do 20 %

Dal§i komplexnéjsi laboratorni metody vySetfovani spermatu jsou uvedeny nize
v kapitole 3.9. zdivodu jejich kapacity ovéfit potencionalni oplozovaci schopnost
kryokonzervovanych spermii.
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3.6 Konzervace spermatu

Konzervace je prodlouzeni skladovani spermii, pfi zachovani jejich zivotaschopnosti
(Louda 2001; Lv et al. 2019). Konzervace vyvolava ptisobenim nékterych fyzikalnéchemickych
Cinitel anabidzu spermii neboli reverzibilni stav. Pfi anabioze spermii se jeji metabolické
procesy snizi nebo uplné pierusi, ale pfi vytvoreni vhodnych podminek se metabolismus
spermie opét dokaze obnovit (Kozumplik & Gamcik 1984; Louda 2001).

Pti kratkodobém konzervovani (v tekutém stavu) semena se vyuzivaji teploty néco malo
nad 0 °C a na dlouhodobé skladovani (v mrazeném stavu) se pouziva hluboké zmrazovani
v tekutém dusiku o teploté —196 °C (Kozumplik & Gamcik 1984). V prabehu kryokonzervace
jsou spermie vystaveny tepelnému, biochemickému, osmotickému a mechanickému naméahani,
které je pritomné ve fazich zpracovani spermatu, a to fedéni, chlazeni, ekvilibrace, zmrazovani
a rozmrazovani (Gangwar et al. 2016). Kryokonzervace spermii je slozity proces, ktery
vyzaduje nejen spravné fedidlo, rychlost chlazeni a rozmrazovani ale i komplexni znalosti
fyziologie spermii pro dany druh, které vedou k uspéSné regeneraci a oplozeni schopné spermii
po rozmrazeni (Sharma & Sood 2020).

Zpusoby kryokonzervace se u ruznych druht zvirat lisi. Prestoze vSechny buriky musi
vydrzet podobny fyzicky stres v procesu kryokonzervace, spermie riiznych druha se od sebe
odlisuji velikosti, tvarem a slozenim, které ovliviiuji kryorezistenci. Proto nemusi jedna
kryokonzerva¢ni metoda vyhovovat jinému druhu, ptestoze pro ten ptivodni druh byla idealni.
Prave sperma kozla je toho nazornym ptikladem a vyzaduje specialni pozornost, protoze u kozla
byla pozorovana skodliva interakce mezi seminalni plazmou spermatu a fedidly, obsahujicimi
vajecny zloutek nebo mléko. Tyto interakce produkuji latky, toxické pro spermie (Purdy 2006).
Skodlivé piasobeni vyvolavaji dva enzymy vsemenné plazmé kozla, které produkuje
bulbouretralni zlaza. Jedna se o enzym koagulujici vajecny zloutek (EYCE), ktery pii kontaktu
zkoaguluje vajecny zloutek a hydrolyzuje lecitin na mastné kyseliny a spermicidni lysolecitiny.
Druhy enzym ma toxickou reakci se slozkami mléka a tato bilkovina byla popsana jako
55-60 kDa glykoproteinova lipaza (BUSgp60). Tento enzym pii kontaktu s mlékem
hydrolyzuje triolein a mlé¢né triglyceridy na volné mastné kyseliny, které inhibuji motilitu a
poskozuji membrany spermii (Pellicer-Rubio et al. 1997; Cseh et al. 2012). Pro piekonani
tohoto problému se pouziva nékolik metod. Jednou znich je zfedéni vzorku semene
v pufrovaném fedidle a nasledné oddé€leni semenné plazmy od spermatu centrifugaci (Sharma
& Sood 2020). U kozliho spermatu to znamena, ze se Cerstvé odebrany ejakulat natedi
promyvacim roztokem 1 : 5 az 1 : 10 a nasleduje centrifugace priblizn€ 10-15 minut (Leboeuf
et al. 2000). Promyvani spermii a nasledné odstranéni semenné plazmy je ale Casoveé narocny
proces, ktery muaze poskodit spermie, pokud se realizuje nespravné. OvSem jestlize se provede
spravné, muze byt prospésny pro kryokonzervaci spermii kozla. Rizni se i védecké nazory,
zda je prospésné vzorky promyvat ¢i ne (Sharma & Sood 2020). V jedné ze studii od Memon
et al. (1985) byl zkouman vliv promyti spermatu pied zmrazenim na kvalitu spermii. Cerstvé
ejakulaty byly natfedény roztokem a tekutina byla odstranéna centrifugaci. Odstfedéné vzorky
se dale fedily riznymi extendery pro kryokonzervaci. Bez ohledu na druh pouzitého extenderu
mélo odstranéni semenné plazmy pozitivni vliv na zachovani integrity spermii po zmrazeni.
Sharma et al. (2018) také uvadi pozitivni vliv odstranéni semenné plazmy na kvalitu spermii
po rozmrazeni. V parametrech progresivni motility, morfologické abnormality a HOST mély
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promyté spermie leps$i hodnoty oproti spermiim nepromytym, piestoze u Cerstvého ejakulatu
nebyly rozdily mezi vzorky vyznamné.

Semenna plazma piirozené obsahuje slozky, které jsou pii centrifugaci také odstranény.
Jenze tyto slozky jsou nezbytné pro metabolismus, funkci, pohyb a preziti spermii v sami¢im
reprodukénim traktu. Napftiklad obsazené proteiny se podileji na stabilit¢ membrany, motilité
ioplozeni vajicka (Lv et al. 2019). Ve studii od Azerédo et al. (2001) mély vzorky
rozmrazeného spermatu vys$s§i motilitu a vitalitu ty, které obsahovaly semennou plazmu nez ty,
které byly promyté pred kryokonzervaci. StarSi studie také jen potvrzuje udaje o vyssi
progresivni motilit€¢ a vy$Sim procentu zivych spermii, pokud byl vzorek zmrazen cely oproti
promytému vzorku bez semenné plazmy. Doslo se k zavéru, ze odstranéni semenné plazmy
pred zmrazenim v prodluzovaci obsahujicim vajecny zloutek ma nepftiznivy u€inek na motilitu
a integritu spermii po rozmrazeni (Tuli & Holtz 1994). V novéjsim zjisténi nebyl nalezen zadny
rozdil v kvalité spermii po rozmrazeni, pokud byly spermie pifed zmrazenim oddélené
od semenné plazmy nebo ne (Jiménez-Rabadan et al. 2012).

DalSimi alternativami k prekonani Skodlivé interakce mezi slozkami semenné plazmy a
fedidly obsahujici mléko nebo vajeény zloutek bylo navrzeni alternativnich fedidel, ktera
minimalizuji interakci lipazy a spermii. K témto fedidlim by se mohl pridat jesté inhibitor
téchto lipaz (Purdy 2000).

3.7 Redidla

Hlavnim ukolem kryokonzervacniho extenderu je udrzovat ptiznivé prostredi pro spermie
Vv procesu zmrazovani a rozmrazovani i béhem né (Sharma & Sood 2020). Kromé ochrany
spermii pred tepelnym Sokem, kryokonzervacni extendery spermii také udrzuji pohyblivost a
plodnost tim, ze pomahaji pfi stabilité plazmatické membrany a dodavaji spermiim energii.
Tyto vlastnosti snizuji negativni u¢inky zmén pH a osmolarity, zastavuji rast bakterii a chrani
spermie pred poskozenim zptsobené snizovanim teploty. Redidlo by mélo mit
tyto vlastnosti: zajistit energeticky zdroj pro spermie, mit dobrou pufrovaci schopnost,
obsahovat malo elektrolytti, udrzovat zadouci osmoticky tlak, mit odpovidajici pH nesmi byt
toxické pro spermie, musi byt sterilni a mélo by byt ekonomicky dostupné (Hafez & Hafez
2000; Vidal et al. 2013).

Po odbéru by mél proces fedéni spermatu zacit do 15 minut. Pfedchazi mu makroskopické
a mikroskopické vySetfeni. Teplota fedéného ejakulatu a fedidla musi byt s maximalnim
rozdilem + 1 °C. Pouzivané pomtcky musi byt také predehiaté a sterilni. Redidlo se pridava
do ejakulatu postupné za neustalého michani (Louda 2001).

Redéni ejakulatu probiha také pro zajisténi optimalni koncentrace spermii ve zmrazeném
vzorku. Proto je dulezité, aby doslo k fadnému nafedéni s dostateCnym poctem spermii a
objemem fedidla, aby byla spravné naplnéna inseminacni pipeta a aby se po rozmrazeni dosahlo
vysoké miry plodnosti sco nejmen§im poctem inseminaci a nizkym poctem spermii
na inseminaci (Purdy 2006). Pfijatelné plodnosti u kozlich kryokonzervovanych spermii lze
dosahnout pii koncentraci spermii v jedné davce v rozmezi od 80 do 500 x10° spermii/ml (Lv
et al. 2019).

Do bézného slozeni fedidla pro kozli spermie se fadi nepenetrujici kryoprotektivni ¢inidlo
(mléko nebo vajecny zloutek), penetracni kryoprotektivni €inidlo (glycerol, propylenglykol),
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puft, jeden ¢i vice cukrl (glukoza, fruktodza, laktoza, trehaloza), sil (citrat sodny), organicka
kyselina (kyselina citronova) a antibiotika (penicilin, streptomycin) (Purdy 2000).

3.8 Extraceluldrni a intracelularni kryoprotektiva

Dulezitym faktorem ovliviiyjicim kryokonzervaci spermii jsou komponenty obsazené
nebo pridané do fedidla. Tyto latky zlepsuji kryorezistenci spermii béhem procest zchlazovani,
mrazeni a rozmrazovani. ZvySuji spermiim kryotoleranci proti fyzikalnim a chemickym
stresum vzniklych pfi téchto procesech. Kryoprotektiva se dé€li na extracelularni, pusobi
na spermie jen zvné€ buiky, a na intracelularni, ty prochazi dovnitf buiky a ucinkuji
zevnitf 1 zvenku (Gangwar et al. 2016).

3.8.1 Vajecny zloutek

VajeCny Zloutek je béznou soucasti vétSiny fedidel saveiho spermatu (Swelum et al.
2018). Jako nepenetrujici kryoprotektant nedokaze projit pies plazmatickou membranu, piisobi
tedy pouze extracelularné (Sharma & Sood 2020). Mechanismus, kterym vajeény zloutek
chrani sperma pii kryokonzervaci neni dosud znamy. Predpoklada se, ze hlavni roli hraji
lipoproteiny s nizkou hustotou obsazené ve zZloutku, které zajistuji stabilitu lipida v membrané
spermii béhem mrazeni a tim poskytuji kryorezistenci membrany pii nizkych teplotach
(Bergeron & Manjunath 2006).

Ritar & Salamon (1982) zkoumal ucinky semenné plazmy a jejiho odstranéni v fedidle
s vajeCnym zloutkem na preziti kryokonzervovanych spermii. Zjistil, ze intenzivné promyté
spermie byly schopny tolerovat Siroky rozptyl koncentrace obsahu vajecného zloutku.
Tyto vysoké hladiny zloutku zlepSily okamzitou regeneraci spermii po rozmrazeni.
U nepromytého vzorku tomu bylo naopak. S vyssi koncentraci zloutku se projevoval toxicky
ucinek latek zinterakce na spermie. Ale hladina koncentrace vaje¢ného zloutku v fedidle
pod 1,5 % by mohla predstavovat bezpecnou hranici pro sperma, kde neni odstranéna semenna
plazma, jelikoz tato hodnota vaje¢ného zloutku v fedidle neméla zadny toxicky ucinek
na zivotaschopnost spermii. Tudiz je mozné pouzit pro zmrazeni nepromytého spermatu fedidlo
s obsahem vaje¢ného zloutku v koncetraci 1,5 %, aniz by doSlo ke snizeni vitality
rozmrazeného spermatu. Ve studii od Swelum et al. (2018) byly porovnavany ucinky vaje¢nych
zloutkti od raznych druha ptaka, které se pridaly do extenderu spermatu a byly zmrazeny.
Odebrané ejakulaty byly zifedény s fedidlem obsahujicim vajecné zloutky raznych druha
ptaka-slepice, holub, husa, japonska kiepelka, kachna, krata. Vzorky po nafedéni byly
ekvilibrovany pii 5°C po dobu 2 hodin a poté zmrazeny v parach kapalného dusiku po dobu
8 minut a nasledné ulozeny do kapalného dusiku pti -196°C. Po rozmrazeni pii 37 °C po dobu
30 s byly vzorky hodnoceny na pohyblivost spermii, vitalitu, abnormalitu, integritu plazmatické
membrany a fragmentaci DNA. Ve vysledcich nejlepsi kryoprotektivni u¢inek ukazal vajecny
zloutek slepice ve vSech hodnocenych parametrech. Vaje¢né Zloutky ostatnich druht ptaka
neposkytovaly dostatecnou kryorezistenci a spermie vykazovaly horsi kvalitu po rozmrazeni.
SloZeni dribeziho vajecného Zloutku, hlavné jeho typ mastnych kyselin a koncentrace
stopovych prvkd, vyznamné ovlivnilo kvalitu spermatu po rozmrazeni. ZlepSeni nebo pokles
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kvality spermatu po rozmrazeni lze piipsat rozdilim v biochemickém slozeni zloutkd u riznych
druht ptakd, jelikoz jejich vajecné zloutky maji rizné obsahy mastnych kyselin, cholesterolu
a fosfolipida.

Vajecny Zloutek, jako zivoCiSny produkt, muze predstavovat potencialni biologické
riziko. Muze totiz obsahovat kontaminanty, které by mohly narusit kryorezistenci spermii.
Proto je potfebné nalézt alternativu za Cerstvy vajecny zloutek s mensim rizikem Skodlivosti,
ale se stejnou schopnosti ochrany spermii pfed poskozenim ze zmrazeni. Pouziti praskového
vajecného zloutku eliminuje moznou bakterialni kontaminaci diky pasteracnim procesim
behem jeho vyroby a mohlo by byt alternativou za Cerstvy vajecny zloutek. Porovnani téchto
dvou typi vajecnych zloutki nepfineslo zadné velké rozdily v ochrané spermii
pii kryokonzervaci. Tudiz s pfihlédnutim k bezpecnostnim opatfenim a stejnym ucfinkem
ochrany spermii je doporucovano pouziti praskového vajecného zloutku jako nédhrady
za Cerstvy vajecny zloutek (Tabarez et al. 2017). Dalsi variantou nahrady za vajecny zloutek je
slozka nezivocisného ptuvodu-sdjovy lecitin. Sdjovy lecitin byl jiz uspésné pouzit jako doplnek
kryokonzerva¢nich médii u nékolika druht, napiiklad u skotu, ovci, buvold, koni (Chelucci et
al. 2015).

Sojovy lecitin se ziskava ze sojovych bobu a jako jeden ze skupiny fosfolipida se podili
na dulezité regulaci membrany zivoCisnych bunék. Stejné tak obsahuje fosfolipidy i vajeny
zloutek, a proto byl navrzen s¢jovy lecitin jako jeho nidhrada v ochrané spermii pfi procesu
kryokonzervace. Sojovy lecitin vSak predstavuje vhodnéjsi variantu z hlediska biologické
bezpecnosti, jelikoz snizuje riziko zavleceni bakterii a mykoplazmat do zmrazovacich fedidel
(Shu Shan et al. 2009). Kryorezistetni mechanismus lecitinu spociva v nahradeé fosfolipida
v membran€ spermii a tim dochazi ke snizeni potiebného bodu mrazu u spermii. Také muze
kolem spermii vytvofit ochranny film, ktery zabrani tvorbé intracelularnich ledovych krystalti
a tim zamezi mechanickému poSkozeni membran spermii (Chelucci et al. 2015).
Pfi porovnavani vajeéného zloutku a so6jového lecitinu ve zmrazovacim fedidle, nebyly
pozorovany zadné vyznamné rozdily. Vzorky doplnéné 2 % sojového lecitinu byly
ve vysledcich rovnocenné vysledkiim vzorkt nafedénych ve 20 % vajecného zloutku (Sun et
al. 2020). Chelucci et al. (2015) ve své studii zkoumal ideéalni koncentraci sojového lecitinu,
ktera by méla byt pfidana do extenderu pro spermie kozla. Ve studii se hodnotily ucinky
sojového lecitinu na akrozom, mitochondrie spermii, na funkce plazmatické membrany
a celistvost DNA. Ukazalo se, ze pii koncentraci 1 % sojového lecitinu v extederu bylo
nejucinnéj§i pro zachovani zivotaschopnosti a motility kozlich spermii. Vys$si neporusenost
DNA a akrozomu ve vysledcich predpovida ze, sojovy lecitin zajistuje lepS§i ochranu
pred poskozenim membrany spermii chladovym Sokem. Nejniz§i pokles motility
a zivotaschopnosti byl, oproti Cerstvému spermatu, pozorovan u vzorku s koncentraci s6jového
lecitinu 1 % (Chelucci et al. 2015). Vidal et al. (2013) potvrzuje, ze extendery obsahujici s6jovy
lecitin jako zdroj lipoproteinli mohou byt pouZzity pro zmrazeni koziho spermatu, aniz by se
zhorsila kvalita spermii vice nez v jiném bézném fedidle. Vysledky téchto studii podporuji
pouziti so6jového lecitinu jako nahradu za prodluzovace zivocisného puvodu, které s sebou
pfinaSeji potencionalni hygienické riziko prenosu nemoci a biologickou nebezpecnost
(Chelucci et al. 2015).
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3.8.2 Miéko

Druhym nejpouzivanéj§im nepentrujicim kryoprotektivem je odtucnéné odstredéné
mléko (Sharma & Sood 2020). Mléko je biologické a komplexni médium pro kryokonzervaci
spermatu, obsahuje slozky uzite¢né pro spermie, ale mize zahrnovat i slozky Skodlivé (Batellier
et al. 2001). Jako napfiklad spermicidni protein laktenin, ktery se ale diky tepelnému oSetteni
mléka odstrani. Proto je doporuovano pii pouziti mléka jako fedidla ho technologicky upravit
(Cseh et al. 2012). Extendery na bazi mléka zajiStuji kryoprotektivni roli spermiim pfi
ochlazovani. OvSem byla zji§téna negativni korelace mezi mlékem a semennou plazmou kozla
(Pellicer-Rubio & Combarnous 1998). Pellicer-Rubio et al. (1997) ve svém zkoumani izoloval
a charakterizoval BUSgp60 lipazu produkovanou bulbouretralni zlazou kozla. Tato lipaza se
nachazi v semenné plazmé kozla a je odpovédna za zhorSovani ucinkd semenné plazmy
na spermie pii fedéni v mléénych nastavcich. Pravdépodobné lipaza BUSgp60 v mléce
hydrolyzuje mlécné triglyceridy na volné mastné kyseliny, pfi ¢emz jedna z nich, kyselina
olejova, vykazuje nezadouci ucinek na spermie. Moznymi feSenimi tohoto problému je zifedéni
spermatu a nasledné odstfedéni semenné plazmy pred pridanim mlécného plnidla anebo
pridanim inhibitoru do extenderu a vyblokovani uc¢inku lipazy BUSgp60.

Vétsinou se fedidla na bazi mléka pouzivaji ke kratkodobé konzervaci. Schopnost
oplodnéni kozlich spermii ulozenych v mléce je pfiblizn€ 12-24 hodin (Leboeuf et al. 2003).

U koriskych spermii bylo zjisténo, ze nativni fosfokaseinat je nejucinnéjsi slozkou pro
udrzeni motility a zachovani plodnosti. Fosfokaseinat je jednou ze slozek mléka (Batellier et
al. 1997). Proto se zkoumaly tyto GCinky i u kozli, mezi fedidlem odstfedéného mléka
a chemicky definovaného fedidla doplnéného fosfokaseinatem. Vysledky ukazaly ze fedidla
na bazi fosfokaseinatu zvysily preziti spermii pii delsi dobé chlazeného skladovéani. Dokonce
nebyly zaznamenany zadné Skodlivé ucinky semenné plazmy na spermie, skladované pii 4 °C.
Chemicky definovany extender s obsahem fosfokaseinatu by mohl byt zajimavou nahradou za
mlécny extender, a to i diky jeho hygienické bezpecnosti (Leboeuf et al. 2003).

3.8.3 Glycerol

Druhou skupinou kryoprotektantti, které tvoiri hlavni cast mrazicich fedidel, jsou
penetracni kryoprotektanty. Ty jsou schopné prechazet pres membranu spermii, a tudiz ptisobi
jak intracelularné, tak i extracelularné. Zlepsuji kryorezistenci spermatu tim, ze dokazou
preusporadat membranové lipidy a proteiny. Tim také zvétSi fluiditu membrany a zvétsi
dehydrataci pfi nizkych teplotach (Sharma & Sood 2020). Dehydratace spermie vznika
v disledku osmoticky fizeného toku vody, ktery se méni podle chemického charakteru
kryoprotektiva. Diky tomu mé spermie méné vnitini vody, coz je vyhodné, protoze se uvnitf ni
vytvoifi méné intracelularniho ledu pfi snizeni teploty pod bod mrazu. Intracelularni led,
vznikajici pfi mrazeni spermatu, je odpovédny za kryoposkozeni spermie a stim spojené
snizeni plodnosti spermatu (Gangwar et al. 2016). Penetra¢ni kryoprotektiva funguji navic jako
rozpoustédla a dokdzou rozpoustét cukry a soli v fedidle pro jejich spravnou funkci (Purdy
2006).

Zastupci pronikajicich kryoprotektanti jsou glycerol, ethylenglykol, propylenglykol,
z nichz se nejCasteji u kozlich spermii pouziva glycerol (Sharma & Sood 2020). Pfi pouzivani
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glycerolu jako tedidla, je dulezité zvolit jeho vhodnou koncentraci pro oekavanou spravnou
funkci. Nizsi koncentrace neni schopna poskytnout dostateCnou kryorezistenci spermii, a
naopak pfili§ vysoka koncentrace mize byt pro spermie Skodliva. Takze hladina obsahu
glycerolu pfidavana do redidla je zavisla na jeho toxickych vlastnostech pro spermie, zavisi
také na slozeni tedidla, stupni mrazeni, zpisobu pfidavani a typu spermii (Rizal et al. 2002).
Bylo provedeno nékolik studii pro vyhodnoceni optiméalni koncentrace glycerolu, pfidavaného
do fedidla pro zmrazeni kozliho spermatu. Vysledky ukazaly, ze nejidealnéjsi koncentrace
samotného glycerolu pfidaného do fedidla je 6 % (Kundu et al. 2000). Kulaksiz et al. (2013)
zjistil, ze tato obecné idealni koncentrace glycerolu pro kozli spermie se mize ménit mezi
plemeny. Vjeho studii porovnaval ucinky hladin glycerolu na zmrazeni spermatu
u angorskych, kiliskych a saanskych koz. Nejlepsi motilita spermii po rozmrazeni byla
u angorskych a kilis koz pti koncentraci glycerolu 5 %, zatimco u saanskych koz to bylo pfi
zastoupeni glycerolu v 7 %. Vysledky z dalsich zkoumanych parametrii jen potvrdily, ze idealni
koncentrace glycerolu v fedidle se muze lisit v zavislosti na plemeni. Konecné stanoveni
vhodnych procent glycerolu bylo nasledujici: angorskéa koza 5 %, koza kilis 5-9 % a saanenska
koza 7 %. Dal§im plemenem, u néhoz byla zjisfovana idealni koncentrace glycerolu
ve zmrazovacim fedidle bylo plemeno kozy Gaddi. U tohoto plemene koz neméla hladina
glycerolu zadny vliv na progresivni motilitu spermii a odpovéd HOST. Ale hodnoty
zivotaschopnosti a abnormality spermii byly nejlepsi pii 6 % glycerolu v rfedidle. Tato
procentualni koncentrace glycerolu byla dale potvrzena dobrou odezvou na plodnost samic
(Sharma et al. 2020).

3.8.4 Cukry

Semenna plazma pfirozené obsahuje cukry, protoze spermie je potfebuji pro dychani.
Z béznych monosacharidi ma nejvétsi zastoupeni v Cerstvé kozli semenné plazmé fruktoza.
Fruktoza je hlavnim substratem pro glykolyzu, diky niz vznika energie, potfebna pro spermie.
Dal§im monosacharidem, poskytujicim substrat pro tvorbu, energie je glukdza. Diky témto
monosacharidim mohou spermie fungovat fyziologickym zptisobem, takze je logické jejich
zahrnuti do fedidla pro zmrazeni inseminacnich davek (Purdy 2006). Do fedidla se mohou
pridat jeSte dalsi slozit&jsi cukry, napfiklad laktoza, rafindza, trehaldza, dextrany a dalsi.
Tyto vicemolekulové sacharidy uz nejsou schopné projit pres plazmatickou membranu spermie,
a tudiz se z nich stavaji nepenetrujici kryoprotektivni cukry, které ptisobi jen extracelularné.
Jejich ptitomnost vné bunék zvysuje osmoticky tlak a zpisobuje dehydrataci spermii, diky niz
dochazi k mensi tvorbé intracelularniho ledu pii mrazeni. Také interaguji s plazmatickou
membranou, ve které méni rozlozeni fosfolipidu ve prospéch kryorezistence spermii (Gangwar
et al. 2016). Mimo jiné pritomnost cukrii udrZuje nizsi koncentraci soli v fedidle a tim snizuje
jejich negativni pusobeni na spermie béhem ekvilibrace (Aboagla & Terada 2003).

Pfi zkoumani riznych kombinaci sacharidd, pfidanych do fedidla pro zajisténi
kryoprotekce spermii, méla optimalni vysledky kombinace glukozy a trehalozy. Glukoza sama
o sobé zvysila dopfednou motilitu spermii a pii doplnéni trehaldézou se navic zlepSila celkova
motilita, integrita akrozomu a membrany u zmrazenych vzorkd. Suplementace glukozového
extenderu trehaldzou v koncentraci 198,24 mM zlepsila kvalitu kryokonzervovaného spermatu
burskych koz (Naing et al. 2010). Trehaldza jako kryoprotektant, pfidand do zmrazovaciho
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fedidla byla dale zkoumana. Aboagla & Terada (2003) ve své studii uvadi, ze trehal6za
vyznamné zlep$ila kryorezistenci kozlich spermii. Po romrazeni totiz zlepSila motilitu spermii
a celistvost akrozomu. Spolecné s témito vysledky bylo zji§téno, ze trehaldza pravdépodobné
zvysuje fluiditu membrany spermii a tim zvySuje kryorezistenci spermatu béhem zmrazovani.
Nejlepsich vysledka motility hodnocenych pomoci CASA po rozmrazeni spermii se dosahlo
po piidani 50 mM anebo 75 mN trehalozy do fedidla. Vyssi koncentrace trehaldozy uz
zanechavaly negativni u¢inky na integritu plazmatické membrany 1 na celkovou morfologii
spermie (Tuncer et al. 2013). V kombinaci s trehal6zou v fedidle byl zkouman jesté antioxidant
mitochinon (Rezaei et al. 2023). Mitochinon je antioxidant zaméfeny na ochranu mitochondrii
v burikach, které jsou citlivé na proces kryokonzervace. Mitochondrie jsou pro buiiku hlavnimi
nosici energie, a jejich poSkozeni by znamenalo snizenou pohyblivost spermii po rozmrazeni.
Nehledé¢ na to, ze ponicena mitochondrie produkuje ROS, které jsou v nadmérmém mnozstvi
pro spermie Skodlivé. Mitochinon se sklada z uméle vytvoreného koenzymu Q10 a lipofilni
latky. Dokaze prochazet mitochondridlni membranou a snizovat oxidacni stres, vyvijeny
na spermii béhem zmrazovani (Arjun et al. 2022). Pfi zkoumani vhodné koncentrace
antioxidantu mitochinon, pfidaného do fedidla koziho spermatu spole¢né s trehaldzou, bylo
nejlepsich vysledka dosazeno pii 200 nM. Mitochinon v koncentraci 200 nM bud’ samostatné
nebo v kombinaci se 150 mM trehaldzy zlepsily kvalitu kryokonzervovanych kozlich spermii
po rozmrazeni (Rezaei et al. 2023).

Cyklodextriny jsou cyklické sacharidy, slozené z Sesti az osmi glukézovych zbytka
spojenych do kruhu. Jejich nejpozoruhodnéjsi vlastnosti je schopnost ptijmout do jejich celku
Siroké spektrum pevnych, kapalnych a plynnych sloucenin. Pfijatd molekula je drzena v dutiné
molekuly cyklodextrinu (Del Valle 2004). Cyklodextriny, pfidané samostatné¢ do fedidla
spermatu pied kryokonzervaci, stimuluji odstrafiovani cholesterolu z membran spermii. To ale
neni zadouci, protoze cholesterol je soucasti membrany spermii a reguluje spolu s fosfolipidy
jeji strukturu. Proto se do fedidel pro kryokonzervaci spermatu pfidavaji cyklodextriny, jiz
naplnéné cholesterolem. Naopak cyklodextriny s navazanym cholesterolem ptidané do tedidla,
cholesterol vkladaji do membran spermii diky pfitomnosti vnitiniho hydrofobniho jadra (Lone
2018). Sav¢i bunky potiebuji cholesterol pro svou spravnou funkci (Yeagle 1985). Cholesterol,
obsazeny v membrané spermii snizuje prechodnou teplotu membrany, udrzuje ji v tekutém
stavu, a tim zmensuje kryoposkozeni membrany spermii pii snizovani teploty. Cim vice
cholesterolu membrana spermie obsahuje pred snizovanim teploty pii kryokonzervaci tim, se
zlepSuje kryorezistence membrany spermii. Proto byly cyklodextriny naplnéné cholesterolem
pridavané do fedidel. Prave diky koncentracnimu gradientu se cholesterol predava do membran
spermii (Moore et al. 2005). Salmon et al. (2016) zjistil ze cholesterol pfidany do fedidla pies
cyklodextriny, zvySuje obsah cholesterolu v membranach i kozlich spermii a tim se zlepSuje
jejich kryorezistence. Po pfidani 1 mg cyklodextrint naplnénych cholesterolem do fedidla pred
kryokonzervaci se u rozmrazenych spermii zlepSila procenta celkové pohyblivosti
a zivotaschopnosti, avSak zvySeni nebylo tak vyznamné oproti kontrolnimu vzorku. V ptipade
odstranéni semenné plazmy bylo lepSich vysledki prokazano pii pfidani cyklodextrind
s cholesterolem az po centrifugaci spermatu. Doplnéni cyklodextrini, naplnénych
cholesterolem do vSech zkoumanych fedidel, pfineslo zlepSeni kryopteziti spermii, coz ¢ini
tohle doplnéni jako praktickou metodu. (Konyali et al. 2013)
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3.8.5 Aminokyseliny

Aminokyseliny jsou jednou ze slozek semenné plazmy. Obsah aminokyselin v semenné
plazmé u kozli se pohybuje okolo 0,77-1,48 g/dl (Juyena & Stelletta 2012). Pfestoze neni
presné pochopeny mechanismus kryoprotekce spermii zplisobeny aminokyselinami, jejich
zafazeni do mrazicich fedidel u nékolika hospodarskych zvitat pfineslo pozitivni vysledky
(Sangeeta et al. 2015). Kazda aminokyselina ptisobi na spermie pii procesu kryokonzervace
jinym zplisobem, pii jejich spravné kombinaci dochazi k celkové ochrané spermatu proti
kryoposkozeni. Jejich pozitivni u€inky na spermie jsou popisovany jako kryoprotektivni,
antioxidacni, metabolické a osmoregulacni. OvSem vSechny tyto pozitivni u€inky mohou byt
vyruSeny pii pridani nevhodné vysoké koncentrace aminokyselin do fedidla. Prili§ vysoka
koncentrace aminokyselin zptsobuje vysoky osmoticky tlak, ktery muze mit skodlivé ucinky
na spermie (Martins-Bessa et al. 2007).

Pozitivni vliv aminokyselin na pfeziti spermii po zmrazeni byl zaznamenam u berana.
Konkrétné se jednalo o aminokyseliny glutamin a prolin. Po jejich pfidani do zmrazovaciho
fedidla se po rozmrazeni vyznamné zlepSila motilita spermii, celistvost akrozoml a procento
zivych spermii (Sangeeta et al. 2015). Proto se Zhang et al. (2022) ve své studii zaméfil
na doplnéni prolinu do fedidla i1 u kozliho spermatu. Kozi sperma bylo zmrazeno v fedidlech
s ruznymi koncentracemi prolinu, od 0,5 mM do 4 mM. Nejlepsich vysledkt po rozmrazeni
bylo dosazeno u spermii doplnénych 2 mM prolinu do fedidla. Tato koncentrace vyznamné
zvySila po rozmrazeni celkovou pohyblivost spermii, integritu membrany a akrozomu,
pfimocarou rychlost. Celkova pohyblivost byla zvySena z 38 % u kontrolniho vzorku na 53 %
u vzorku doplnéného 2 mM prolinu. Prolin zlepsil kvalitu kozlich spermii po rozmrazeni
snizenim oxidacniho stresu béhem kryokonzervace. Kryoprotektivni vliv prolinu a glutaminu
na kozli spermie byl dale zkouman spolu v kombinaci s kreatinem (Farshad & Hosseini 2013).
Kreatin v mrazicim fedidle vychytava volné radikaly tim zajiStuje funkci antioxidantu a dale
funguje jako zasobarna a transportér energie mezi mitochondriemi a pohyblivymi Castmi
spermii (Wallimann et al. 2011). Kombinace téchto aminokyselin spolu s kreatinem pfidanymi
do zmrazovaciho fedidla pro kozli spermie pfinesla velmi vyrazné zlepSeni parametri
rozmrazenych spermii a snizeni celkovych abnormalit. Ovsem doplnéni fedidla samotnym
kreatinem v koncentraci 2,5 mM nebo 5 mM ukazala mnohem lep§i hodnoty rozmrazenych
spermii nez v kombinaci s aminokyselinami. Po pfidani kreatinu v koncentraci 2,5 mM do
fedidla se zvysSila motilita na 61 %, Zivotaschopnost na 74 %, akrozomalni integrita na 92 %
amembranova integrita na50% (Farshad & Hosseini 2013). Glutamin plsobi
v extracelularnim prostiedi spermie jako antioxidant. Po pfidani do zmrazovaciho fedidla spolu
s polysacharidem hyaluronanem mél kryoprotektivni Gc¢inky na spermie. Tato kombinace
vyrazn€ zlepSila funkéni integritu mebrany hodnocenou HOST testem, ktery prokazal
kryoprotektivni ucinek (Bucak et al. 2009).

Kundu et al. (2001) provedl studii s cilem stanovit kryoprotektivni uc¢inky nékolika
aminokyselin na kozi spermie ve zmrazovacim fedidle. Nejpfiznivejsi vysledky v ochrané
spermii béhem kryokonzervace mél alanin, ktery zlepsil dopfednou a celkovou motilitu.
Nasledovali ho aminokyseliny glutamin, prolin a glycin. Tyto aminokyseliny vykazovali
pfiznivé ucinky na spermie v uréitych koncentracich, pii zvySeni nad tuto optimalni hladinu
v fedidle prudce klesla motilita spermii. V jiné studii byly také porovnavany kryoprotektivni
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ucinky aminokyselin doplnéné vitaminem E. Porovnavali se mezi sebou glutamin, glycin,
taurin a prolin, pfi¢emz ke kazdé byl do fedidla doplnén 1 mM/ml vitamin E. Nejvy§si mira
zivotaschopnosti byla vyhodnocena u vSech aminokyselin doplnénych vitaminem E. S ohledem
na vysledky lze konstatovat ze vitamin E ptfidany do zmrazovaciho fedidla ma zesilujici ucinek
kryoprotektivnich vlastnosti aminokyselin na kozli spermie (Merati & Farshad 2021).

3.8.6 Antioxidanty

Jakakoliv latka, ktera pfi nizké koncentraci zabrafiuje oxidaci bilkovin, lipidd, sacharidu
a DNA se nazyva antioxidant. Reaktivni formy kysliku (ROS) vznikaji v téle zivocicht
v dusledku pasobeni riznorodych abiotickych stresti a jsou vysoce reaktivni a toxické. ZvysSeny
obsah zptisobuje poskozeni lipidt, proteint, sacharidi a DNA. Nerovnovahou mezi vzniklymi
reaktivnimi formami kysliku a pfirozenou antioxidacni obranou vznika oxidacni stres (Sindhi
et al. 2013). Reaktivni formy kysliku jako je peroxid vodiku, superoxidové anionty
a hydroxylové radikaly jsou produkovany spermiemi a imunitnimi butikami ve spermatu béhem
kryokonzervace (Gangwar et al. 2015). Semenna plazma a spermie maji za normalnich
podminek fadu vlastnich antioxida¢nich mechanismi na vychytavani ROS a neutralizaci jejich
Skodlivych acink. Ovsem proces kryokonzervace tuto rovnovahu naruSuje a vznika nadmira
reaktivnich forem kysliku. Ty pak zpusobuji poskozeni spermii v podob€ naruSeni
mitochondrialnich a plazmatickych membran, rozpad chromozomii a DNA coz vede ke snizeni
motility a zivotaschopnosti spermii (Amidi et al. 2016). Pro ptekonani tohoto problému bylo
navrzeno pfidani riznych antioxidanti do zmrazovacich fedidel aby inhibovaly nadmérnou
tvorbu ROS a poskytovaly potfebnou kryoochranu (Memon et al. 2012).

Existuji dva typy antioxidantl, enzymatické a neenzymatické antioxidanty. Enzymatické
antioxidanty jsou pfirodni a ucastni se pfirozeného antioxidaéniho obranného systému
spermatu. Jsou to naptiklad glutathionperoxidaza, glutathionreduktaza, superoxidismutaza
a katalaza. Neenzymatické antioxidanty neboli syntetické antioxidanty jsou uz uméle pfidané
bud’ do fedidla nebo do stravy. Mohou to byt glutathion, uraty, vitamin E, karotenoidy, selen,
zinek a dalsi (Amidi et al. 2016). Spermie savcu tedy i1 kozla obsahuji vysoky podil
polynenasycenych mastnych kyselin, a proto jsou velmi nachylné k poskozeni reaktivnimi
formami kysliku (Asadpour et al. 2011).

Bylo provedeno nékolik studii o vlivu pfidani antioxidantu nebo jejich kombinaci do
zmrazovacich extenderti u ruznych druhti zvifat (Memon et al. 2012; Amidi et al. 2016).
Gangwar et al. (2015) zkoumal vliv suplementace vitaminem C ve zmrazovacim extenderu
u koz plemene Barbari. Vitamin C (kyselina askorbova) je pfirozeny, ve vodé rozpustny
antioxidant semenné a krevni plazmy. V téle je vyuzivan jako kofaktor enzymi a muze
fungovat jako antioxidant reakci svolnymi radikaly. V prodluzovaci by mohl zlepsit
kryorezistenci spermii po zmrazeni svou nepretrzitou schopnosti vychytavat volné radikaly
a omezit kryoposkozeni zptisobené ROS. Vysledky tohoto experimentu ukazaly, ze vitamin C
v koncentraci 45,42 uM a 56,78 uM ma pozitivni vliv na motilitu a zivotaschopnost spermii
po rozmrazeni. Kryoprotektivni u€inky vitaminu C na kozli spermie by ho mohli zaradit mezi
antioxidanty do rutinniho procesu zmrazovani pro lepsi regeneraci spermatu po rozmrazovani.
V dalSich studiich s kozlim spermatem byly zkoumany razné kombinace raznorodych
antioxidanti. Pfi suplementaci prodluzovace pyridoxinem v kombinaci s vitaminem E,
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vitaminem C a melatoninem byla po kryokonzervaci hodnocena pohyblivost spermii,
kapacitace a akrozomova reakce. Nejstabilnéjsi zlepSeni ve vSech sledovanych parametrech
ptineslo doplnéni extenderu samostatnym pyridoxinem v koncentraci 6mM (Daramola et al.
2015). Jinou kombinaci antioxidant vyzkousel ve své studii Bucak et al. (2010), ktery zjiSt oval
ucinky antioxidantd kurkuminu, inositolu a karnitinu. NejlepSiho vysledku motility,
hodnocenou pomoci CASA dosahl zmrazovaci extender doplnény kurkuminem v davce
2,5mM. Pritomnost vSech tfi antioxidantd ve vSech davkovanich pomohla k lepsi ochrané
morfologii spermii ve srovnani s kontrolnimi vzorky.

Jako silny antioxidant se ukazuje neurohormon melatonin. Pouziva se ve spousta
oblastech. Schopnost vychytavat volné radikaly a zabranit peroxidaci lipidi a tim snizit
oxidaéni stres, ho fadi mezi S§iroce pouzivané suplementy pii kryokonzervaci spermii.
Melatonin je v téle produkovan mnoha buiikami, hlavné bunikami epifyzy, ve které je produkce
ovlivilovana stfidanim svétla a tmy. Seminalni plazma obsahuje melatonin a spermie maji
receptory pro molekuly melatoninu. Melatonin se dokaze navazat na spermie a zméni specifické
regulacni mechanismy spermii a tim je chrani pfed oxidacnim poskozenim. Piidani melatoninu
do extenderu u zvifat vedlo bud’ k pfimému vychytavani volnych radikala transferem pres
elektrony a vodik nebo k navozeni nepfimych Gcinka prostfednictvim vlastnich antioxidanti
spermii. Diky témto vlastnostem melatonin zlepSuje motilitu, rychlost, integritu membrany,
schopnost oplodnéni a zivotaschopnost kryokonzervovanych spermii (Ofosu et al. 2021). Bylo
provedeno nékolik malo studii vlivu melatoninu pfimo na kozli kryokonzervované spermie.
Jejich vysledky jsou protichiidné. Nejnov€jsi studie od Monteiro et al. (2022) neukazala zadné
zlepSeni kozich spermii krykonzervovanych v mrazicim fedidle doplnéného melatoninem.
Daramola & Adekunle (2015) zkoumaly ucinky rizné hladiny melatoninu, pfidaného do dvou
odlisnych extenderi. Po rozmrazeni byly hodnoceny kinetické parametry spermii a parametry
zivotaschopnosti. Vysledky nepfinesly zddné vyznamné piiznivé ucinky na vybrané parametry
kryokonzervovanych spermii ani v jednom z téchto dvou riiznych extenderii. Naproti tomuto
zjisténi stoji starsi studie, ktera ukazuje zlepseni motility spermii, integrity akrozomu a integritu
membrany po pfidani melatoninu domraziciho fedidla. Pfidani melatoninu v koncentraci 8mM
do prodluzovace konzistentn€ zlepsilo zivotaschopnost kryokonzervovanych kozlich spermii.
V souvislosti s touto studii byl v dal§im zkoumani k melatoninu pfidan navic myo-inositol.
Vysettovany byly mozné pozitivni synergické ucinky téchto dvou latek na kryorezistenci
kozlich spermii (Tanhaei Vash et al. 2022). Myo-inositol je cyklicky alkoholovy derivat
glukozy, nachazejici se v rostlinnych tkanich, ve kterych maji metabolickou funkci pfi ukladani
a ziskavani fosforu (Raboy 2003). Spolecnd suplemetnace melatoninu a myo-inositolu
v fedidle, zlepsila po procesu kryokonzervace motilitu spermii, zivotaschopnost a morfologii
plazmatické membrany a akrozomu. Kombinace 5uM myo-inositolu a ImM melatoninu
v extenderu zajistila snizeni produkce ROS, peroxidaci lipidu a poskozeni DNA spermii
(Tanhaei Vash et al. 2022).

Do extenderu na bazi s6jového lecitinu byl pfidan antioxidant v podobé matefi kasicky.
Matefi kasicka byla pfidana do extenderu v riznych koncentracich 0,25 %, 0,5 % a 0,75 %
(Alcay et al. 2017). Matefi kaSicka je produkovana vcelimi délnicemi, které ji pouzivaji ke
krmeni vcelich larev a vceli kralovny. Slozeni suSiny matefi kaSicky je nasledujici, obsahuje
znané mnozstvi bilkovin, lipidd, cukri a aminokyselin, dale se sem fadi vitaminy A,
B (kyselina pantotenova — antioxidacni ucinek), C, D, E, mineralni soli, enzymy a antibiotické
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slozky (Abd-Allah 2012). Ptidani mateti kaSicky (v koncentraci 0,5 % a 0,75 %) do extenderu
se sojovym lecitinem mélo pozitivni vliv na motilitu spermii a zvySila se u vzork i funkéni
integrita plazmatické membrany. Mira HOST testu na konci inkubace po rozmrazeni byla vyssi
u téchto dvou koncentraci mateti kasicky. Tyto vysledky prokazuji, ze pfidani matefi kasSicky
v koncentraci 0,5 % a 0,75 % ma pfiznivy vliv na rychlost motility kozich spermii po
rozmrazeni. A po inkubaci i pozitivni vliv na akrozom a plazmatickou membranu. Tento
antioxidant muze prodlouzit preziti a dlouhovékost spermii (Alcay et al. 2017).

3.9 Laboratorni metody k ovéreni fertilizacni schopnosti spermii
po kryokozervaci

3.9.1 CASA

U mikroskopického hodnoceni spermatu, provadéného clovékem pod mikroskopem,
je velka mira subjektivity, ktera snizuje prediktivni hodnoty zkoumaného spermatu. Hodnotu
snizuji nasledné wvariability, pozorované mezi jednotlivci a laboratoremi. PresnéjSiho
a objektivnéjsiho hodnoceni spermii mizeme dosahnout prostfednictvim PocitaCove asistované
analyzy spermii (CASA) (Dorado et al. 2010). CASA umoziuje objektivni hodnoceni riznych
charakteristik spermii, jedna se o pohyb spermii, rychlost, koncentrace a nékteré morfologie
spermii, zvlasté tvar hlavicky. Tyto charakteristiky jsou hlavnim parametrem pfi vySetfovani
kvality spermatu a stanoveni korelaci mezi kvalitou spermii a fertilitou (Verstegen et al. 2002).

CASA funguje na principu vizualizace a digitalizace obrazli spermii pomoci mikroskopu
(technické vybaveni), po kterém nasleduje zhodnoceni obrazu a rozbor vedouci k identifikaci
a poctu spermii (programové vybaveni). Plocha snimkt obrazu je znama, tudiz 1ze vyhodnotit
i objem a koncentraci spermii. Existuje vice systémi CASA pro analyzu spermii zvifat, vS§echny
vSak funguji na stejném principu. Muaze ale existovat né€kolik rozdili mezi technickou
a programovou vybavenosti (Brito et al. 2016).

Vzorek se vySetfuje v jednorazovych nebo v opakované pouzitelnych meéficich
komurkach o hloubce 10 nebo 20 mm, hloubka nesmi omezovat volny pohyb spermii.
V po sobé jdoucich snimcich (rozsah cca 0,5 sekund) je hodnocen pohyb kazdé spermie,
zaznamenany jako zmeéna v umisténi hlavicky spermie. Software systému CASA na snimcich
detekuje hlavicku spermie a vytvoii na ni centroid (centralni bod na hlavicce), ktery slouzi
ke sledovani trajektorie spermie (viz Obrazek 5). Tyto vypocty umoziuji konecné méfeni
popisujici pohyb spermii jako napiiklad, kfivoCara rychlost, primérna rychlost drahy, pfimkova
rychlost, amplituda lateralniho posunu hlavy, linearita kfivocaré drahy, pfimost primérné drahy
(Amann & Waberski 2014; Brito et al. 2016).

Nevyhody CASA mohou souviset s vyssi pofizovaci cenou, kontrolou kvality, zvySenou
pottebou validace (Amann & Waberski 2014). V méfeni pomoci CASA se totiz musi nastavit
hodnoty standardizované pro kazdy druh, protoze jinak by to ovlivnilo vysledky méfenti, jelikoz
jednotlivé druhy zvirat disponuji rozdily at' uz ve tvaru a velikosti hlavicky spermii nebo
v charakteristice motility (Verstegen et al. 2002).
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Vysetieni motility, koncentrace a ¢asteCné morfologie, které poskytuje systém CASA,
umoziuji srovnani s jinymi podobné hodnocenymi vzorky, diky pfesnym standardizovanym
podminkam (Amann & Waberski 2014).

& Diiution Ratio 1 to 0 |
Field 1 |
(Totals)

Cells:[42 a2
Concentration: 0.0149 00143
Motity: 805 % 9048
Progressive motity: 571" % 57.14

Local motity: 333 % 333

Immotle: 352 % 952

FieldInfo | Morphology | Progressivelnfo | Cell Detai

Hyperactive: 0% ()

Linear: 476% (4786)

Nornear. 0% ()

Curvalinear: 476% (476)
R

Obrazek 5 Zobrazeni pohybu spermii v systému CASA (Brito et al. 2016)

3.9.2 Prutokova cytometrie

Pratokova cytometrie je technologie, ktera se pouziva hlavné k méfeni biochemickych
a fyzikalnich profila biologickych castic. Obrovskou vyhodou je jeji schopnost zpracovat
meéteni na tisicich jednotlivych bunék/Castic za nékolik sekund (Jaroszeski & Radcliff 1999).
Zachycuje fyziologii kazdé spermie a dale dokaze analyzovat zivotaschopnost spermii,
akrozomalni stav, kapacitaci, mitochondrialni stav, apoptické markery, poskozeni DNA, pocet
a velikost spermii (Tanga et al. 2021).

Tato technologie vySetfovani spermatu je zalozena na laseru, ktery méfi charakteristiky
biologickych castic, naptiklad spermii. Dopad laserového paprsku na jednotlivé buiky
zpusobuje rozptyl svétla, jenz piimo souvisi se strukturnimi a morfologickymi rysy bunék.
Jedna se o Ctyfi vzajemné spojené systémy. Prvnim je fluidni systém, ktery pfemistuje spermie
z pripravené suspenze druhému systému k analyze. Druhy je osvétlovaci systém, u kterého
dochazi k prosvétlovani Castic pomoci zaostieného laserového paprsku. Prosvétlovani ¢astic
probiha po jednotlivé bufice (spermii) v prutokové komore. Treti systém je opticky
a elektronicky, ten zodpovida za sbér a preklad vzniklych rozptylenych a fluorescencnich
svételnych signalt vzniklych pii prosvitu Castic. Soubory informaci ztéchto tfi systéma se
posilaji do posledniho, ctvrtého systému, kterym je ulozisté dat a pocitaCovy program. Program
interpretuje tyto prelozené svételné signaly do smysluplnych dat pro naslednou grafickou
analyzu vysledka (Jaroszeski & Radcliff 1999). Data se nasledné ukladaji ve standardnich
souborech FCS (Flow Cytometry Standard) (Martinez-Pastor et al. 2010).

Nevyhody pravidelného pouzivani priatokové cytometrie jsou vysoké naklady
na pristrojové vybaveni, potfebu vysSkoleného operatora a slozité metody piipravy vzorka
a vyhodnoceni dat. Tato metoda vysetfeni se pouziva zejména pro vyzkumné ucely, kalibraci
raznych pfistroji a validaci jinych metod. V dne$ni dobé se vsak jeji vyuziti zvysilo hlavné
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ve vétSich centrech pro zpracovani spermatu (Brito et al. 2016). Na Obrazku 6 je zobrazeno
zakladni schéma usporadani typického priatokového cytometru (Novak et al. 2008).
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Obrazek 6 Zdkladni schéma uspordaddni typického priitokového cytometru (Novdk et al. 2008)

3.9.3 HOST

Hypoosmoticky test otoku (HOST) se pouziva k hodnoceni membranové neporusenosti
neboli integrity spermii, a tim se stanovuje jejich kvalita (Zubair et al. 2015). Diky
polopropustné bunééné membrané spermii lze tento jednoduchy a levny HOST test provést a
zjistit, zda je membrana spermie porusena, ¢i neni. Schopnost polopropustnosti membrany
pomaha spermiim bobtnat v hypoosmotickém prostiredi. Pokud se tedy spermie dostane do
hypoosmotického prostedi je nucena prijmout vodu ze svého okoli dovnitf, aby se dosahlo
rovnovahy, a to se projevi tak zvanym nabobtnanim ocasu spermie (viz Obrazek 7). Jestlize
spermie nenabobtnd, celistvost membrany je jiz poskozena. Procento oteklych spermii je mirou
neporusenosti membrany (Zubair et al. 2013).

Neporusena a funkéni membrana je potfebna pro oplozovaci schopnost spermii, jelikoz
hraje dilezitou roli v kapacitaci spermii, akrozomové reakci a vazbé spermii na povrch vajicka.
Pokud je membrana spermie biochemicky poSkozena nemuze dojit k plnohodnotnému
oplodnéni vaji¢ka. Proto tento HOST test 1ze pouzit jako indikator fertilizacni kapacity spermii
(Zubair et al. 2015).

Nejlepsi tlak hypoosmotického bobtnani se 1isi podle druhu zvifete, protoze spermie
jednotlivych druhd maji jiny tvar a sloZeni (Leboeuf et al. 2006). Prvni studie HOST testu
u kozla byla zaznamenana od Fonseca et al. (2005), ve které se snazi najit idealni tlak
hypoosmotického roztoku potiebného pro test. Byly pouzity roztoky na bazi citratu sodného
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a fruktézy s ruznymi hodnotami osmolarit od 50 do 300 mOsm/l. Spermie byly nasledné
hodnoceny jako nesvinuté, sto¢ené a silné stoCené (nabobtnany ocas). Nejsilnéjsi bobtnani a
nasledné stoceni spermie piinesl roztok s koncentraci 125 mOsm/l. HOST se tak zda byt
cennym, praktickym, jednoduchym a levnym prostfedkem pro analyzu koziho spermatu.

~ | HOST negative

\

Obrazek 7 Vyhodnoceni testu HOST (Arjun et al. 2022)

3.10 Ekvilibrace

Kryorezistence spermii a jejich néasledna kvalita po rozmrazeni zéavisi na nékolika
faktorech. Jednim z nich je i rychlost ochlazovani (ekvilibrace) a mrazeni semene (Vozaf et al.
2021). Choe et al. (2006) uvadi, ze zplsob a rychlost zmrazovani je jednim z hlavnich vlivi
pusobici na kryotoleranci koziho spermatu. Membrany spermii malych piezvykavca zvladnou
velmi rychle, v porovnani s ostatnimi zivoc¢ichy, propoustét vodu a kryoprotektanty z fedidla,
predevsim glycerol, do svého vnitiniho prostfedi. U malych prezvykavci se udava rychlost
propustnosti membrany 2,79 wum/min/atm. To miZze mit za nasledek jejich extrémni citlivost na
kryokonzervaci a klast tak naroky na spravné zvolenou dobu ekvilibrace (Vozaf et al. 2021).
Jelikoz ekvilibraci 1ze definovat jako celkovou dobu, po kterou zistavaji spermie v kontaktu
s fedidlem a jeho slozkami pred zmrazenim (Choe et al. 2006).

Pomalé ochlazovani poskytuje burikam dostatek Casu pro vyrovnani osmotickych
koncentraci mezi intra a extra celularnim prostorem po pridani fedidla, dokud neni burika
dostatecné dehydratovana. Soucasné to ale spermie vystavuje dlouhodobému ptisobeni vysoké
koncentrace soli téz pfitomnych v extenderu, a ty mohou poskodit membranu bunék. Proto je
nejoptimalnéjsi rychlost ochlazovani takova, ktera umozni dostatenou dehydrataci butiky, pro
zabranéni tvorby intracelularniho ledu. Ale zaroven musi byt co nejrychlejsi, aby se zabranilo
nezadoucim ucinkiim fedidla (Benson et al. 2012).

37



Pfi ekvilibraci se musi nafedéné semeno kozla zchladit z teploty fedéni cca 37 °C na
predzmrazovaci teplotu 4-5 °C za urcity Cas (Ahmad et al. 2015). U kozlich spermii byl
stanoven tento Casovy usek vét§inou v rozmezi od 1 do 8 hodin (Sharma & Sood 2020). Baruah
et al. (2004) zjistil, ze sperma kozla, ekvilibrované po dobu 0,5 hodiny nebo 1 hodinu
¢i 2 hodiny, nevykazuji mezi sebou po rozmrazeni zadné vyznamné rozdily. Praimérné hodnoty
motility spermii a intaktni akrozom spermii se podstatné nelisili mezi riznymi studovanymi
dobami ekvilibrace. Naopak (Ahmad et al. 2015) dospél k zavéru, ze mirné ochlazovani
v kombinaci s 2-8 hodinovou ekvilibraci je schopno udrzet lepsi kvalitu spermii po rozmrazeni.
Mirné ochlazovani znamena postupné ochlazovani spermatu se snizovanim teploty 0 0,3 ° C za
minutu, a dale ekvilibrace pii 4 °C. Delsi doba ekvilibrace muze zachovat zivotaschopnost
a integritu plazmatické membrany. U kozli plemene Jamunapari studie ukazaly, ze nejlepsi
ekvilibracni obdobi je 4 hodiny pro nasledné zmrazeni spermatu (Ranjan et al. 2015). Kratsi
doba ekvilibrace v podobé 2 hodin pfi 5 °C s glycerolem, byla pfinosna pro spermie burskych
kozlt (Sundararam & Edwin 2007).

Po vytvofeni rovnovahy v metabolismu spermii vlivem sniZzovani teploty muZze
nasledovat zmrazeni spermatu. To se provadi ve formé& pelet nebo pejet (Lv et al. 2019).
Pfi zmrazovani ve formé pejet se nafedéné a zchlazené sperma naplni do br¢ka o objemu
0,25 nebo 0,5 ml a umisti se na stojan nad pary kapalného dusiku. Po ne€kolika minutach se
vzorky potopi pfimo do kapalného dusiku (-196 °C) pro uskladnéni. Ve formé pelet se nafedéné
a zchlazené sperma o objemu 0,1 az 0,5 ml rozdéli do prohlubni bloku pevného oxidu uhli¢itého
(-79 °C) také na nékolik minut. Tam dojde k jejich predmrazeni a poté se také potopi do
kapalného dusiku pro uskladnéni (Gangwar et al. 2016).

3.11 Rozmrazovani

Pfi rozmrazovani spermatu dochazi k opacnému procesu nez se d€je pii chlazeni. Tedy
nasledny pfitok vody do intracelularniho prostoru spermie muze zpusobit poruseni membrany
(Aboagla & Terada 2004). Tak jak je dilezita rychlost zchlazovani, tak i rychlost rozmrazovani
ma vliv na kryorezistenci spermii (Salamon & Maxwell 2000). Sperma riznych druha zvirat
byla Gspésné rozmrazena pii teplotach v rozmezi od teploty ledové vody az po 65 °C 1 vySsi.
Doba rozmrazovani musi byt peclivé hlidana. Hlavné pfti vysSich teplotach, mize totiz dojit
k prehrati a usmrceni spermii (Hafez & Hafez 2000). Sperma kozla se bézn€ rozmrazuje pti
37-42 °C po dobu 30 sekund (Barbas & Mascarenhas 2009). Pifed rozmrazenim zmrzlych
spermii je potieba dobfe rozmyslet, kolik semena je mozné co nejrychleji spotfebovat, protoze
rozmrazené spermie piezivaji mnohem kratsi dobu nez ty nezmrazené (Hafez & Hafez 2000).
Pugh & Baird (2012) uvadi ze by se mélo najednou rozmrazit jen tolik inseminacnich davek
kolik 1ze pouzit do 10 az 15 minut.
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Kryokonzervace spermatu kozli a odolnost spermii béhem ni je prozatim méné
prozkoumanou oblasti oproti jinym hospodaiskym zvifatim. Na rozdil od vétSiny zvifat,
u nichz se provadi kryokonzervace spermatu, jsou v kozli semenné plazmé enzymy, které
mohou reagovat se slozkami bézné€ pouzivanych fedidel za vzniku neptiznivych podminek pro
spermie. Z tohoto divodu by mohlo byt slozit€j§i nalézt u kozli optimalni zptsob
kryokonzervace spermii. Témto negativnim vlivim lze pfedejit odstranénim semenné plazmy
pred pfidanim fedidel. Tento zpusob ochrany spermii je efektivni a je bézné zafazovan
do procesu kryokonzervace kozliho spermatu.

Kryorezistence spermii je ovliviiovana uz pti odchovu kozl. Vyznamny vliv ma doplnéni
krmné davky mineralnimi slozkami ovliviyjici vyvoj spermii. ZlepSeni kvality spermii kozlt
po zmrazeni se dosahlo pti doplnéni médi a zinku. V1liv metody odbéru spermatu na parametry
spermii nebyl vyznamny u berana, ale u kozla se ukazala jako vhodné&jsi metoda odbéru pomoci
umélé vaginy. Nejlepsi vysledky byly prokazany pii odbéru spermatu na podzim, v obdobi
rozmnozovani.

Pfi zpracovani spermatu pro ucely kryokonzervace, s co nejniz§im poskozenim spermii,
je dualezité spravné zachazet se spermatem a vhodné zvolit fedidlo s kryoprotektivnimi
slozkami. Zahrani¢ni studie, ze kterych se cCerpalo nejvice, se zaméfuji na piidavani
nejruznéjSich druhti antioxidantt do fedidel spolu s kozlim spermatem. Z vysledka téchto studii
je zfejmé ze antioxidanty zlepSuji preziti a funkcnost spermii po rozmrazeni. Snizuji oxidacni
stres zpusobeny reaktivnimi formami kysliku vzniklych pfi mrazeni a zabranuji tvorbé
intracelularniho ledu. Vyznamny vliv na regeneraci spermii po kryokonzervaci mél vitamin C.

Prestoze uméla inseminace a s tim spojend kryokonzervace spermatu neni u koz pfili§
roz§ifena, je v z4jmu udrzovani genetickych rezerv se stale v tomto sméru vzdélavat. Zasadni
slozkou uchovavani genovych rezerv ptuvodnich plemen je produkce kvalitniho spermatu, které
po hlubokém zmrazeni po del§i dobu bude stale schopné vysoké miry plodnosti. V tomto sméru
jsou dosavadni studie kozliho spermatu nedostatecné a je potiebné se této problematice vénovat
i nadale. Oblast, ktera by mohla mit potencial a pfinést dobré vysledky je kombinace riznych
typu kryoprotektiv. Mohlo by se zde vyuzivat synergického efektu kryoprotektiv a zvysit tim
kryorezistenci spermii. S ohledem na dosavadni vysledky v kryokonzervaci, které pfinesly
vyrazné variace mezi plemeny koz, by bylo také pfinosné zaméfit se na zkvalitnéni fedidla
a jeho slozek pro konkrétni plemeno. V CR by se pravé mélo jednat o kozy bilé a hnddé
kratkosrsté a tim podpofit kvalitu insemina¢nich davek genové rezervy.
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6 Seznam pouzitych zkratek a symboli

CR - Ceska republika

BCS — skore télesné kondice

HOST - test hypoosmotického otoku

ROS - reaktivni formy kysliku

CASA - pocitaem asistovana analyza spermii
DNA - deoxyribonukleova kyselina

FAO - organizace pro vyzivu a zemédeélstvi
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