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Sowasné moznosti kryokonzervace psiho ejakulatu

Souhrn

Inseminace ps ¢erstvym spermatem je v stasném chovatelstvi pammé béZznou
zalezitosti. S rozvojem kynologie stoupa v posledmétech zajem odborné i laickérgmosti
0 pouziti kryokonzerovaného spermatu, ovSem prbv@ami patebnych vlastnosti spermii
vyZzaduje kryokonzervace vhodné technologické pgstup

Zakladnim principem kryokonzervace biologickych emitii je jejich hluboké
zmrazeni cili prevedeni vody, kterou obsahuji, z kapalného skupewst tuhého. Hlavni
kroky zmrazeni psich spermii jsou: centrifugaeetni, ekvilibrace, baleni a zmrazovani.

Cilem centrifugace je odstram prebytku prostatické tekutiny, ktera ma negativrv vli
na pohyblivost a vitalitu zmrazenych a naskedrozmrazenych spermii. Dale pak
standardizovat rradéni spermatu déizené koné&né koncentrace spermatu.

Sperma se po centrifugaci fedi vhodnym fedidlem, powtSinou se jedna o
Zloutkocitratovaredidla. Souastitedidel jsou nezbytné kryoprotektanty (glycerol,uték) a
dalSi komponenty, jako jsou mléko, bovinni sérolpumin, polyvinylalkohol a liposomy. Ty
v fedidle poskytnou uitou ochranu pro spermie a minimalizuji wepivé ®&inky
kryokonzervace.

Pred zmrazenim seiedkné sperma ochladi na ¢ a udrZzuje se v této tepot
proménlivou dobu v zavislosti na pouzitém protokolu (% -hodiny). Tento proces se nazyva
ekvilibrace a umaiuje vyvinuti vy35i odolnosti spermi&di chladovému Soku.

V sowasné dob je nejl#zrgji zmrazené psi sperma baleno do pejet, protozé pro
jinym metodam baleni majikolik vyhod. PouZzivaji se pejety o objemu 0,25 miba 0,5 ml,
je mozné vyuzit i aluminiovych tub o objemu 5 ml.

Psi sperma je nejbregji mrazeno v parach tekutého dusiku v polystyrenknabici a
nasledd se uchovava v kapalném dusikui peplo€ -196 °C. | kdyZz zmrazeni
v polystyrenovém boxu se stale pouzivaékaiika variantach, je mozné pouZzit giacem
podporované mrazici #iaeni.

Kolisani teploty, pedevsSim jeji zvySovani éhem dlouhodobého usklgolvani
spermatu, negati¥novliviuje jeho kvalitu. Po optimalni peziti burgk je poteba zvolit
spravnou rychlost pro zmrazovani, jez musi byt®g@aro s vhodnou rychlosti rozmrazovani.

Kli¢ova slova: kryokonzervace, pes, zmrazeniedidlo, centrifugace, kryoprotektanty



Current options for cryopreservation of canine seme

Summary

The insemination of dogs using the fresh sememnrigently a fairly common method
in breeding. The interest of both professional laydoublic in the use of cryopreserved sperm
ascends with the development of dog breeding. Ceggovation requires appropriate
technological procedures to maintain the necesdaagacteristics of sperm, however.

The basic principle of cryopreservation of bioladicnaterials is deep freezing i. e.
changing of containing water from the liquid to 8®@id phase. The basic steps of freezing of
dog sperm are: centrifugation, dilution, equilibmat packaging and freezing.

The aim of the centrifugation is to remove abundamnadstatic fluid, what has a
negative effect on the mobility and vitality of #en and subsequently thawed sperm.
Furthermore it ensures standard semen dilutioeach the controlled final concentration of
semen.

After the centrifugation, semen is diluted with wtable diluent, mostly yolk-citrate
diluents. Diluents contain cryoprotectants (gly¢eegg yolk) and other components, such as
milk, bovine serum albumin, polyvinyl alcohol, ahposomes. The substances contained in
diluents provide certain protection of the spernd aminimize the adverse effects of
cryopreservation.

The diluted semen is cooled to 4 °C and maintaatefiis temperature, for a variable
period before freezing, depending on the protode# (hours). This process is called the
equilibration and allows the sperm to develop déigesistance to cold shock.

Packaging sperm in straws is the mostly using pgogamethod of frozen canine
semen, because they provide several advantagesadompo other methods of packaging.
Straws of 0,25 ml or 0,5 ml are used or aluminiuives of 5 ml may be used as well.

Canine semen is most commonly frozen in the vapafutiquid nitrogen in a
polystyrene box and then stored in liquid nitrog@n-196 °C. Although freezing in a
polystyrene box is still used in several variaittss possible to use computer-aided freezing
equipment.

Temperature fluctuations particularly increasesatiggly affects its quality of sperm
during the long-term storage. Optimal cell survikeduires the right speed of freezing, paired

with an appropriate thawing speed.

Key words: cryopreservation, dog, freezing, diluent, ceatydtion, cryoprotectants
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1 Uvod

Jednim ze zakladnicheplpoklad UspsSné kynologické chovatelské prace je zvladnuti
reprodukce p&

U psa hovéime o reprodukci firozené nebo asistované. Asistovana reprodukce
zahrnuje metody naijklad cileného ovlisiovani pohlavni aktivitygasovani kryti, urlého
oplozeni, zabrami nebo umilého geruSeni gravidity a v neposledidd také unglou
inseminaci.

Umeéla inseminace je velmicinny a cileédomy rozmnoZzovaci postup, ktery vychazi
z wdeckych poznaik biologie a fyziologie reprodukce. Je jednou z jiclinmetodrizenée
reprodukce a plni vice nez 50 let na celértésvelmi efektivié svou Glohu pro zlepSovani
genofondu uZzitkovych vlastnosti .

Prvni oplodeni z kryokonzervovaného psiho spermatu ze zmrapersgermatu
v pelet na suchém ledu bylo provedeni®g vice nez 30 lety. Nedilnou s@sti inseminace
je vyroba kvalitni insemin@i davky. | kdyZz se psi ejakulat konzervuje za&lém vyroby
insemingni davkyfadu let, neustale se hledaji nové moznosti, jatotpostup zefektivnit.

Na kvalitu inseminéni davky ma vliviada faktod.

2 Cil prace

Cilem této prace je vypracovat literarni reSerSirnsjici nejno¥jSi poznatky

o kryokonzervaci psiho ejakulatu.



3 Anatomie pohlavnich organ

Pohlavni Ustroji je soubor orgéanumoZiujici reprodukci, tedy rozmnoZovani a
zachovani druhu(erveny, 2011). Rozeznavame s@na samii pohlavni Ustroji, jejich
hlavnimi funkcemi jsou: produkce pohlavnich Bkira hormoi, zprostedkovani spojeni
téchto burk (oplodreéni), k nfmuz dochazi pohlavnim stykem {paim), a umozni vyvoje
nového jedince wte matky Cerveny a kol., 1999). Rozdilné pohlavni organy jgakladem
tzv. pohlavniho dimorfizmu psa a feny, ktery je d@nge rozliSit na prvni pohled (Prochazka,
1989). Pohlavni ustroji se vyviji z indiferentnizékladi, které se od konce embryonalniho
obdobi rozliduji na organy sa&ma samii, cetné Utvary jsou homologick&¢rveny a kol.,
1999).

3.1 Samxi pohlavni ustroji

Pohlavni organy satn se skladaji z pohlavnich Zl4z, vyvodnych cestdginych
pohlavnich Zlaz a koputaich orgafl (Kozumplik, 1992).

Zevni sandi pohlavni organy jsou patrné na povrchia.t Jsou to pyj (penis) skryty
v predkoZcea Sourek, ktery slouzi jako povrchovy (ochrannyalgiro sami pohlavni zlazy
varlata, a proximalni oddil vyvodnych pohlavnictstceadvarlata a chamovod¢drveny,
2011).

Varle je parovy organ, ve kterém se formuji saqpohlavni biiky spermie a tvi se
santi pohlavni hormony (testosteron, androgeny). Maidnotvar, hladky povrch a je ze
stran zplodté (Cerveny, 2011). Varlata jsou uloZena v Sourku (Kh&007). Sourek je vak
tvoreny kizi Sourku a podkozim. Sourek u psa je kulovity, nipti bazi zaskrceny a
ponerné volné prisedly do stedové roviny v mezistehenni. Je vice vzadu, v lUrgpod
sedacim obloukem. Hluboka brazda rédape Sourek na dv poloviny s varlaty ulozenymi
nesteji vysoko. Kize je hladka a lesklaCerveny, 2011). Rmérna velikost varlete u
dosglého psa $edni velikosti je 3 x 2 x 1,5 cm (zavisi na velikgdemene). Kize Sourku je
tenka, pigmentovana, vybavena potnimi zlazami ayakemnym ochlupenim (Dolezel a
kol., 2001).

Povrch varlete je hladky, kryty tenkou serdzni ktan kterd pedstavuje atrobni list
poSevniho obalu. Pod ni se nachazlawy obal, vytvéejici pevné pouzdro ikhkého
parenchymu varlete. davy obal je silna vrstva hustého kolagenniho vazie/bohat

rozwtvenymi krevnimi cévami, které prosvitajiieg tenkou serézu a svym zéthym



pribéhem vytvdeji na varleti typickou kresbu. Odlavého obalu vybihaji doviiitvarlete
slabsi vazivové igpazky, které se verstlu varlete spojuji v plochérstiové vazivo varlete —
mediastinum. Vazivovymiigpazkami je kehky a zZlutohédy parenchym varlete rozién na
100 — 300 lai¢ka. Maji zhruba jehlanovity tvar a jsou svou Sirokbazi obraceny
k bélavému obalu a tupym vrcholem k mediastinu.

Parenchym ldicku ma jemg zrnitou strukturu a sklada se z 2 — 4¢styych
semenotvornych kanalk Tyto kanalky z&inaji sleg pti periferii lalicku, maji silr¢ zvinény
pribéh a vzajemi mezi sebou anastomozuijiti Rrcholu se vSechny stené semenotvorné
kanalky laticku spojuji v kratky a uzkyimy kanalek, jimz z&dnaji vyvodné cesty varlete. U
pohlavré dosglého samce vystyld semenotvorné kanalky zamgle- spermatogenni epitel.
Spermatogenni epitel je vysoky vicevrstevny epitetklada se ze dvou zakladnich ityp
burgk, podpirnych a spermatogennich.

Podpirné buiky (buiky Sertoliho) jsou v epitelu rozlozeny jednodiv
v nepravidelnych odstupech (Marvan, 2011). Poskyjapatrovnickou pé&*“ (ochranu a
vyZivu) vyvijejicim se spermiim (Reece, 1998). Sm&iogenni biky jsou v zarodéném
epitelu zastoupeny nejpetreji a predstavuji ve skutmosti fiznd vyvojova stadia spermii
(Marvan, 2011).

Varle pati ke zlazam s dvojim vyliovanim. Exogernfivylucuje spermie, jako Zlaza
s vnitni sekreci vyltuje do krve saii pohlavni hormon testosteron, ktery ma mnohosirann
Gcinek: podricuje aridi produkci spermii, prodluzuje jejich Zivotnoshadvarleti, ovliviuje
sekreci pidatnych pohlavnich Zlaz, stimuluje tvorbuéjgich saniich znak, ovliviuje
pohlavni chovani psa aj. (Prochazka, 1989).

Soutasti varlete je nadvarle, ve kterém se spermie &dora dozravaji (Prochazka,
1989). Do nadvarlete jsou spermie dopravovany moudekutiny ze semenotvornych
kanallki (Reece, 1998). Nadvarle je organ kyjovitého tvawa kterém rozliSujemeitcasti:
hlavu, €lo a ocas. Podstato&ia a ocasu je vyvod nadvarlete (Marvan, 2011).

Semenny provazec je protahly utvar kuzZelovitéhouvRozSfenou zékladnou zéna
na hla¥ nadvarlete a zuzenym podlem zasahuje do poSevaiihéllk Jeho hlavni sdasti je
chamovod, doprovazeny varletni tepnou, béhatwtvenou varletni Zilou, miznimi cévami a
nervy. VSechny tyto sloZky jsou navzgjem spojiidikym vazivem a hladkym svalstvem a na
povrchu jsou obaleny ser6zou. Po vstupu #8nlb dutiny semenny provazec KénCévy a
nervy pokr&uji dorzalnim srérem, zatimco chamovod se od nich &dge a zahyba kaudain

do panevni dutiny (Marvan, 2011).



Chamovod je tlusto&hna pérova trubice twena sliznici, svalovinou a serézou.
Vystupuje z ocasu nadvarlete, prochazi dutinouk&mou, fiselnym kanalem, po &tach
dutiny kiSni do dutiny panevni az na dorzalni plochuitaveho néchyfe (Kozumplik, 1992).
Sliznici kryje jednovrstevny nebo pseudovrstevnylindyicky epitel, vybaveny misty
mikroklky. V Useku ampuly je sliznice chamovodu agm ztlusgla pritomnosti
rozwtvenych tubul6znich Zlaz. Jejich viskdzni hlenovéigkret je vyldovan do lumina
chamovodu a stava se sdsati ejakulatu. Svalovina tkionejsilngjSi vrstvu sény chamovodu
a je usptaddana v podab hustych a protahlych spirdl.fiPejakulaci svymi prudkymi
peristaltickymi stahy vypuzuje spermie dodoeé trubice (Marvan, 2011).

Predstojna Zlaza (prostata) se nachazi v panvi aopbjd m@&ovou rouru asi 1 cm za
jejim vyasenim z m@&oveho néchyre (Kvapil, 2007). Je to tuboalveolarni Zlaza, dij&ci se
ze dvoucasti a lezici na kku maiového néchyfe a zéatku ma&ove trubice, do niz vytigje
cetnymi vyvody (Kozumplik, 1992). Ma za ukol produwkbd sekret vytvéejici bthem
ejakulace pro spermiegrignivé prostedi v chamovodech, v mové rode a hlavi v pochw
feny (Prochazka, 1989).

Penis psa je uloZzen mezi stehny a na sgddiicha. Pyj psa je kavernozniho typu. U
velkych ps: je v klidové poloze az 25 cm dlouhy a 2 — 3 crstifluPro psa je charakteristicke,
Ze kront Zaludu pyije je P jeho bazi vytvéen z erektilni tka# bulbus, ktery seipvzruseni
vyrazre zweétsSuje, aby @i kopulaci fixoval penis v pockvfeny v piibéhu tzv. svazani. Od
bulbu téngt po vrchol Zaludu prochazi kost penisu, ktera joméena vazivo¥ chrupavitou
¢asti, asi 0,5 cm dlouhou. Délka kosti pyje se vstésti na plemeni pohybuje kolem 5-10
cm. Je to $tihla kost s ventrélpostavenym hlubokym Zlabkem a ndinorohnuta Cerveny,
2011). Za klidoveho stavu je pyj zcela schovarfedgozkovém vaku. #e gedkozkoveho
vaku je volna, pendulujici a ochlupena. Za norntélrdkolnosti ji Ize snadnaghrnout pes
Zalud (Dolezel a kol., 2001).

3.1.1 Spermatogeneze

Pod pojmem spermatogeneze rozumime vznikcgampohlavnich busk neboli
spermii (Ka&arek, 2008). Je to proces, ktergira dlenim spermatogonii a kdhpiremgnou
spermatidy na spermie (Gétk a Zibrin, 1992). Spermiogeneze je sérieémnjadra a
cytoplazmy a transformace hiknz nepohyblivych do potenciarpohyblivych, u nichz se
vytvoril bicik (Reece, 1998). Spermie jsou kontingalwnoreny v piibéhu celého Zivota psa
(Kvapil, 2007).



V procesu spermatogeneze se vyskytuji dva tysnd a to mitdéza @eni burek, pri
kterém kazda nova bka zistava diploidni) a meidza deni, kdy kazda nova hika ma
poloviéni — haploidni neboli n @et chromozom), takze zrala spermie ma poléwi patet
chromozond (Reece, 1998).

Pri mitotickém dleni vznikne ze spermatogonie stejndkay kterd astava uloZzena
na pvodnim mist, a druhd, ktera se nazyva spermatogonie typu Apérmatogonie). Ta
pak migruje pes Sertoliho buitnou bariéeru do vrstvy bwhk blizko dutiny kanalku.
Spermatogonie typu A preélhvaji mitotické dleni, které 8kdy zahrnuje #kolik generaci
burék. Vznika tak velké mnoZstvi spermatogonii typuBspermatogonie). Tyto liky se
naposledy mitoticky &li a vysledkem je tvorba primarnich spermatécyd pa@tem
chromozond = 2n. Primarni spermatocyty se datdi aneioticky a vznikaji z nich sekundarni
spermatocyty, ze kterych po druhém meiotickéfterd vznikaji spermatidy (Reece, 1998).
Vysledkem meiotického &keni jednoho primarniho spermatocytu jsd@tyii spermie
(Kocarek, 2008). Spermiogeneze od stadia primarni spgamie do zralé spermie trva 55-70
dni (Dolezel a kol., 2001).

3.1.2 Stavba spermie

Spermie ma i) oplozeni splnit #i zaklady udlohy: musi aktivnh vyhledat vajéko,
proniknout do Bho a pinést geneticky material od otce. Splnit tyto Ulofiyumoziuje
morfologické sloZeni: aktivni pohyb zabezpe biik, na penetraci se podili akrozom,
genetické informace jsou ulozené v jadru. Jakmal@arusi jedna 2¢hto funkci, vagko se
neoplodni (Garik a Zibrin, 1992).

Hlavicka spermie se dmem spermiogeneze vyivapiredevsSim z jadra spermatidy,
takZze jeji zakladni material je jadro.reldni ¢ast jadra pokryva akrozém, zadni
postakrozomalnéepicka. Celou hlaviku pokryva cytoplazmatickd membrana, ktetachazi
na beik. Bicik spermie se sklada zéyt oddili: kreku, stedniho oddilu, hlavniho oddilu a
koncoveho oddilu (Gagik a Zibrin, 1992).

Hlavi¢ka tvai témet polovinu hmotnosti spermie. Na hlaku pripada 51 % a na &k
49 % celkové hmotnosti spermie (G&kna Zibrin, 1992).

V procesu oplodii ma hlavéka spermie vyznamnou funkci. Jeji tlohou jemgst
dedicny material lokalizovany v nukleoplazmpiicemz je nevyhnutelny spragmwvyvinuty a

neporuseny akrozomalni systém a nukleoplazma. &aspermie se sklada z nukleoplazmy



(jddra) a struktur jadrovéhotypodu, akrozomalniho systému a postakrozomébpicky
(Gamtik a Zibrin, 1992).

Nukleoplazma vypluje celé jadro hla¢ky spermie. Jeji struktura je homogenni a
kompaktni, tvar jadra je identicky s tvarem htkyi V jadie hlaviek spermii se nachazi
otcovsky @di¢cny material v kondenzované foéndNA. Jadro hlaviek spermii se odliSuje od
jader somatickych bwk tim, Ze ma polo¥ni (haploidni) obsah DNA a chromatin nema
uspdadany ve forra vlaken, ale tvti kompaktni hmotu. Jadrova tekutina se v nukleapéaz
spermii nenachazi. Jadro obaluje nukleovda membriéead je dvouvrstevna (Gaik a
Zibrin, 1992).

Akrozom pokryva pedni ¢ast hlavéky spermie. Je to cytoplazmaticky utvar
cepikkoveho tvaru, ktery se nachazi mezi &inmou a nukleovou membranou. Zny na
akrozomu se pak projevuji poruchou fertility. Na vphwu je akrozom pokryty
cytoplazmatickou membranou. Pod ni je membranowakal akrozomu — \&8i a vnitni
akrozomalni membrana. Viek akrozomalniho systému toakrozomovy materiél,
piedevsim enzymy, které napomahaji penetraci a ré&fmuobali vajicka. Akrozom
spermie nema tak pevnou konzistenci jako ostaésii hlaviky spermie. Je citlivy na
osmotické zminy vrgjSiho prostedi podoba jako mitochondrie. ® dlouhotrvajicim
uchovavani semena podléh& akrozom degenerativnignaam které se projevuji zvnim
vngjSi akrozomové membrany, vznikemédych mist v akrozom a jeho nabobtnavanim
(Gantik a Zibrin, 1992).

Postakrozomalnicepicka je Utvar, jenz obaluje tdast jadra, kterou nepokryva
akrozom, a je rezistenfj$i vici vnéjSim vlivim nez akrozom (Ga#ik a Zibrin, 1992).

Bicik jako ustroji pohybu zprasidkovava transport spermie na misto opéodn
Dulezitou ulohu ma fitom mitochondrialni aparat, ktery vyrabi energidénozintrifosfat —
ATP), a komplex axialnich vldken jako misto, kdeae energie ¥ni na mechanickou — na
pohyb spermie (Gatik a Zibrin, 1992).

3.1.3 Semeno

Semeno je tekutina, ktera se sklada zboé casti, tj. spermii, a z tekut&sti ¢ili
prostatické tekutiny (Marvan, 2011). Prostatickiéutasna gedstavuje svym objemem hlavni
podil ejakulatu a tvid ji hlavné vymésky gridatnych pohlavnich Zlaz. V malém mnozstvi se
na jejim slozeni podili i tekutina, kterd maijsptvod ve varleti, nadvarleti, chamovodu a

v macoveé trubici. Svym pestrym chemickym sloZzenim (aaoigké latky, lipoidy, sacharidy)



vytvari prostatickd tekutina pro spermigirpzené prosedi, které je chranitpd nepiznivymi
vlivy, umo#iuje jejich pohyb a je zdrojem jejich vyzivy (Marya2011).

Sperma je sklovit bila, vazka tekutina, obsahuje v 1 ml 50 az 15@6mi spermii a
sekrety pidatnych pohlavnich Zlaz, které spermgali, ozivuji a pivadkji na misto uteni
(Prochazka, 1989). Barva zavisi na hustokonzistenci ejakulatu a je v odstinech Sedivé az
bilé barvy. Jeho objem je velmi variabilni a &ikolisa podle plemenegku, velikosti psa,
frekvence kryti a stugnvydrazdni (Kvapil, 2007). Ma specifickou barvu, konzisteagach
(Marvan, 2011).

3.2 Reprodukce u samé

Pohlavni dospivani — puberta

Pohlavni dospivani je proces, jehoz vysledkem jefatagicka a funkni schopnost
santiho organismu vykonavat reproduik ¢innost (Ganiik, 1992). Psi obvykle pohla¥n
dospivaji o Bco pozdji nez feny. Tvorba spermii Zaa okolo 5. — 6. &sice sté, piicemz
mohou byt plodni jiz od 6 #siai. V pubert, okolo 9. niésice sté, zalina mit pes schopnost
kryt fenu. To znamend, Ze ma debvyvinuty pohlavni pud a ftomnosti haravé feny je
schopen v firozené posloupnosti realizovat plnohodréotpohlavni reflex, tzn. vzeskok,
zavedeni pyje, svazani a vysern(Stouré, Labrousse 2007). Pes fiamezi domaci
zvirata, u nichz tvorba spermii probiha prakticky ply cek. Znamena to, Ze pes je schopen
nakryt a oplodnit kazdou fenu, ktera hara (Procha2R89).

3.2.1 P¥irozena plemenitba

Reprodukni funkce samit zahrnuje tvorbu spermii a jejich dopravu do <sachi
pohlavnich organ (Reece, 1998). Pegipaktu kryti nejprve vysunuje zZedkozky Spiku
pyje, ktera je vyztuZzena kosti, a proto dostatgevna k tomu, abyippenisovych pohybech
pes vyhledal &tbinu stydkych pysk feny. Ri tom casto dochéazi k vy8kovani sekretu
uretrélnich Zlazek, ktery zwthokoli vulvy, ¢imZ se snizi nebezgieporargéni Zaludu hrubymi
chlupy. Po zasunuti Sfky pyje z&ne teprve topieni pyje a zvlastZzaludu a pes bez pohyb
pyj do pochvy feny zasune natolik, Ze&@ai Zaludu saha az Kldznimu keku. Po zasunuti
se pes zklidni atstava na fet ,zavesSen”. V této etap se vyraze z\wtSi vSechna togova
télesa (zvladt na Zaludu). Pyj se #t8i natolik, Ze jeho [ifez je vyraz@ vétSi nez phiez

pochvy feny a dochéazi ktzv. svazani psa s fenau.sWzani pes z feny slézadbuo



postaveni vedle ni, nebo do tzv. zadni polohyv §ilvnim okamZziku po svazani iguje pes

k ¢ipku cEloZzniho keEku prvni davku semene obsahujici &V mnozstvi spermii. V dalSi
fazi nasleduje sekret prostaty, ktery sperti@di svym zasaditym pH, oZivuje je a vyitvo
optimalni prostedi. Ejakulace poktaje po kapkach po celou dobu svazani. Semeno, které
pes vystikuje do blizkosti dlozniho keEku, se timto fyziologickym podtlakem nasava do
délohy, ¢imz se vyrazé pomaha spermiim dosahnout co tigje svého cile. Celkovy objem
spermatu je 3 az 20 ml, podle velikosti plemeneordkni ejakul&niho reflexu ma za
nasledek oteweni chlopni zil v topfivych tlesech, zmensenélés a tim uvoldni svazani.
Akt svazani neni samoeéiny, podoba jako fada jinych jew v piirod. P svazani se
natahuje pochva a tim ildha feny, ve které vznika podtlak. Podtlak uigz nasavani
semene vsikovaného do blizkostidiozniho keku (Prochazka, 1989).

Cerstw ejakulované spermie nemaji schopnost okanafitodnit vajéko. Oplozovaci
schopnost, tzv. kapacitu, spermie ziskavaji az gdéudolE pohybu v pohlavnim ustroji
feny, tzv. kapacitaci (StoufalLabrousse 2007). Spermie si udrzuji fertiizaschopnost u
feny az 90 hodin. Fertilizace je spojeni sarm samii pohlavni biiky a vytvaeni jedné
buiky zvané zygota. Prvni krok fertilizace je penetragpermie zénou pellucidou. To
zahrnuje nejenom aktivitu enzyimhyaluronidazy a akrozinu, ale i pohyblivost spérmi
Motilita ustane, jakmile dojde ke kontaktu spermieocytem. Po penetraci dochazi k tzv.

.reakci zony", ktera chrani vajo pred dalSi penetraci jinou spermii (Reece, 1998).

3.2.2 Asistovana reprodukce

Pod pojmem asistovana reprodukce zahrnujeme meitahgho ovliviovani pohlavni
aktivity, casovani kryti nebo u&é inseminace, alternativni metody oplozeni a metod
zabrarni nebo unidlého greruseni gravidity (DolezZel a kol. 2001).

Umél4 inseminace je velmidinny a cileédomy rozmnozZovaci postup, ktery vychazi
z vwdeckych poznatk biologie a fyziologie reprodukce. Je jednou z jichinmetodrizené
reprodukce a plni vice nez 50 let na celértésvelmi efektivrié svou ulohu pro zlepSovani
genofondu uzitkovych vlastnosti #&f a veterinarni @ o reprodukni proces, jako i ip
vyuzivani biotechnickych metdatzené reprodukce (Gatik a Zibrin, 1992).

Nejbezreji se inseminace pouziva vipadech, kdy pes a fena Ziji na vzdalenych
mistech a transport semene je mnohem é¢md@gkladny a mnohem ménstresujici nez

transport samotnych zait (Kutzler, 2005).



3.2.2.1 Uméla inseminace klasicka

Cerstvé sperma pro inseminaciahe byt pouzito nediné nebo wedné. U
nered®néhocerstvého spermatu je ejakulat ochlazen ve vodmi Baziskladan pii teplot 5 -
10 °C, spermie i@zivaji v nepedEném ejakulatu pouze kratkou dobu, maxinia®i hodin.
Po zedni mize byt sperma uchovano pékolik hodin, aniz by doslo k vyraznému poklesu
oplozovaci schopnosti. Maximalni doba pro skladozéedtného semene je 4 - 5 dni (Pasek,
2007).

3.2.2.2 Uméla inseminace chlazenym semenem

Po odiru a zpracovani se semeno preghictvim konvénich metod a laboratornich
postum ochladi na pozadovanou teplotu. Nedochazi k ima&tispermii, jen ke zpomaleni
fyziologickych aktivit. Uskladéni je ¢asow¥ omezené (48 hod.). Vhodné hlgvna rychly
transport a naslednou inseminaci (Pasek, 2007).

3.2.2.3 Uméla inseminace mrazenym semenem

Moznost pouziti kvalitniho genetického materialiakticky neomezenou dobu od
uskladréni (i po smrti psa), moznost opakovaného kryti (ehkoické hledisko), odstrani

¢asového stresu a odstéamnrizik spojenych se zrgnim g kopulaci (Pasek, 2007).

3.3 Odbér spermatu

Pred samotnym odibem je potebné vysSéeni psa. Pes musi byt klinicky zdravy,
nezangnitelné oznaeny a identifikovatelny —€ip, tetovani — ideékh je kombinace obou
téchto zpisohi oznaeni. Zarové musi mit pes vyS&ni na genetické vady (jak u kterého
plemene, neni podminkou u vSech), bruceldzu, lpptm=u (jen v gkterych zemich) (PaSek,
2007).

Odker semene je prvnim krokem ke z§ist jeho kvality a kvantity a proces samotny
by mel byt proveden tak, aby se maximétrachovaly fertilizani schopnosti ejakulatu. Jedna
se fredevsim o shnou nadobu, lubrikani gel, mikroskop, podlozni a kryci sia, pipetu,
chemikalie a dalSi ptebné laboratorni vybaveni (Barber, 2010). VSechowyigky, které



prichazeji do kontaktu se semenem, musi Kiitatine omyté, oplachnuté destilovanou vodou
a vysterilizované (DolezZel a kol. 2001).

Ejakulat psa je moZno ziskatemni zpisoby: masazi pyje (masturbaci), diou

e v

pochvou nebo elektroejakulaci (Dolezel a kol., 2008lejpouzivasjsi bkéZnou metodou pro

Harajici fena k dispozici (Kutzler, 2005) Odé#r spermatu (Kutzler, 2005)

Kazdy pes reagujeripodbiru semene jinak. &ktefi jsou schopni odiyu v jakémkoli
prostedi, jini pouze ve znamém priedi - doma, v fitomnosti svého majitele atd. U
nékterych p& nastupuje erekce bez jakychkoliv petinestralni feny, zatimco ostatni psi jsou
schopni erekce pouze wifpmnosti harajici feny. &ktefi psi budou ejakulovat pouzeip
zaklesnuti pednimi kortetinami do slabin feny, jini izou stat vedle feny, jini za fenou.
Nékdy nejsou psi schopni odilu za gitomnosti harajici feny Kili slabosti¢i ztuhlosti
zadnich kowetin, z divodu agresivity feny nebo maji negativni vzpomirnkpiedchozich
pokugi. TéZ hlasita konverzace a opakovati&gzy pro psa jsou nerozumné, musi se jednat
klidn¢. Nekdy je zapatebi pro uspSny odkér n¢kolik pokusi (Christiansen, 1984). Strach a

bolest psovi zabrani dosazeni erekce a ejakulagl@f, 2005).
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Za ideélnich podminek se tento postup provadiitopnosti estralni fenylNeni-li
fena, jsou jiz dnes kom&w dostupné syntetické feromony estralni feny (methyl
hydroxybenzoate, Aldrich Chemical, Milwaukee, WISA). Estralni vaginalni sekrety ze
zdravé, Brucella-negativni fengyohou byt zachovany na tampénech v mrazaku €3 (ro
dalsi pouziti (Christiansen, 1984).

Pfi masturbaci se psi penis g@atku silré masiruje pes gedkozku na urovni bulbus
glandis az do okamziktasté&né erekce. Poté se provede stazémdkozky za bulbus glandis
a na penis je vtomto mésstale vyvijen pevny tlak, a to stenim mezi ukazowkem a
palcem. B odbéru miZze dojit k situaci, kdy pestipiplné erekci demonstruje svazani, kdy
pravou nohu fehodi @es pravou pazi odebirajicimtimz dochazi k oteni penisu o 180
V této ¢asti je penis velmi elasticky agioieni o 180 a nezfisobuje Zadné bolesti ani potize
(Kutzler, 2005).

Ejakulace z&ina bezprosedre po tlaku za bulbus glandis a jetgpbena stimulaci
sympatickych ner penisu (Kutzler, 2005)Sperma je zpravidla ejakulovano veedh
frakcich. Prvni frakce se také nazyvw@gspermatickd, je tra tekutina (Christiansen, 1984)
pivodem z prostaty (Kustritz, 2007). Tato frakce readtuje spermie, jsou v ni pouze
ojedirgle (DoleZel a kol., 2001). Druha frakce pochaztasu nadvarlete, ma bilé zbarveni a
je bohata na spermie (Kustritz, 2007). Nastedachazi k ejakulaci¢ti frakce. Ta se sklada
Z prostatické tekutiny a je za normalnich podmikiek (Kustritz, 2007).

Obecré se pro hodnoceni kvality ejakulatu pouziva poumeéhd frakce, pokud je
z rejakého divodu poteba odebrat vSechnii frakce, doportuje se odebrat kazdou zuwas
(Barber, 2010).

Manipulace s odebranym ejakulatem

Spermie jsouiehké a nachylné k poskozenti &beru a manipulaci je velmiidezité
vyhybat se vystavovani obzvldStdvema typim poskozeni — toxickymi chemikaliemi a
nahlymi teplotnimi zrsnami (Barber, 2010). Jak uvadi Kutzler (2005), ejakby n&l byt
uchovavan v rozmezi mezieésnou (37C) a pokojovou teplotou (2IT), jakozZto preventivni
opateni proti poSkozeni spermii. Barber (2010) dodaedyy n¢l byt takovymto podminkam
vystavovan maximakjednu az d¥ hodiny. Pokud je poZzadovana delSi doba uskiaiine
vhodné roredit ejakulat ochrannym a vyzivnym médiem a ponjgjleochlazovat na teplotu 4
- 5° C (Barber, 2010). NeSetrnou manipulaci se zvypogeento mrtvych a morfologicky
poSkozenych spermii, sniZzuje se jejich motilita @&cmecny vysledek vyséeni je pak

nespravny (DoleZel a kol., 2001).
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3.3.1 Zakladni metody vySefovani semene a hodnoceni

Obecré se darici, Ze se kvalita ejakulatu z{i§je na urovni inseminacé Kkryti,
konzervace ejakulatu a z diagnostickyalvatii (Kutzler, 2005). Je pteba zdraznit, ze
hodnoceni jednoho vzorkutibe poskytovat népsné vysledkyzejména v fipac, Ze pes se
v posledni dob pouziva ve velké ng pro chov nebo naopak nevyuZivibec. Oviem je
nutné dodat, Ze u psdoposud neexistuji jagrstanovena kritéria kvality ejakulatu (Barber,
2010).

Charakteristika 1. frakce 2. frakce 3. frakce
Objem (ml) 0,1-2 (& 0,33) 0,1-3( 1,17) 1,2az>20
Barva gird az matna Sedobila, bila, ¥mé bila gira
Konzistence vodnata miéna vodnata
pH (D) 6,37 6,1 7,2
Doba trvani (s) 5-90 (@ 13,5) 5-300 (@ 52,4) 60-1200 (23655)

Hlavni charakteristikyit frakci ejakulatu u ps(Zdroj: England et al., 1990)

Pri zakladnim vySéeni semene se kazd§erstw odebrany ejakulat posuzuje
bezprostedre po odlEru, a to makroskopicky a mikroskopicky. Makroskdqyise posuzuje
objem, barva a vzhled, pH ejakulatu, hustota, pgekulatu, konzistence, viskozita, obsah
hlenu a cizich imesi. Mikroskopicky se posuzuje procento spermiicgpsivnim pohybem,
hustota spermii (fotometricky), stanoveni Zivychmavych spermii zbarvenim eozinem a
nigrozinem, aktivita spermii, morfologické vlasttieapermii, mikrobiélni znasteni.

V inseming&ni davce se po rozmrazeni hodnoti aktivita spe(fl), paiet spermii

s progresivnim pohybem (x 9 termorezistentni test (T 88), (Gangik, 1992).

Objem spermatu

Objem spermatu neni upsdikatorem jeho kvality, nicméneho ngieni je dilezité
pii vypoctu celkového p&tu spermii v ziskaném vzorku (Barber, 2010). Objgjakulatu
muze byt hodnocen v kalibrovaném kuzelu pouzivanémoplkEr a zavisi hlavé na velikosti
psa, na velikosti prostaty, stdpsa, frekvenci odistu semene a arovni erotizace (Dubiel,
2004). Mimo jiné zé&leZi i na Apobu odbru, vyziv, ro¢nim obdobi a zdravotnim stavu
(Gantik a Kozumplik, 1992). Také seuue liSit podle toho, kolik vzorku je odebrano

Z prvni, druhé aréti frakce (Kustritz, 2010). Ejakulatijpse wku 3 — 5 let obsahuje nejvyssi
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pocet pohyblivych spermii, a to v souvislosti s negipd podilem morfologicky normélnich
spermii (Filigik et al. 2010).

Barva a vzhled

Normalni barva zdravého ejakulatu je sm&bila (Kustritz, 2010). Zakaleni vzorku se
béZzrné hodnoti na stupnici od 0 — 5, kdy vzorek hodnocegisiem 5 je nejménprisvitny,
zbarveny jako mléko (Barber, 2010).tRledny vzorek neobsahuje zadné spermie. Zluté
zbarveni ejakulatu indikuje kontaminaci &nhoa napiklad u lidi se vyskytuje vigpact
onemocgni Zloutenkowi po poZziti rekterych vitamir. Hnédé zbarveni indikujefftomnost
staré krve @&ervené zbarvenirfiomnostcerstvé krve (Barber, 2010). Zelena barva ejakulatu
indikuje infekci (Kustritz, 2010).

pH
Zména pH ovliviuje Zivotnost a motilitu spermii. &&e byt zgsobena pouzitim
piiliSného mnozstvi lubrikaniho gelu a nevhodnéhasteni ¢i dezinfekce vybavy pro odb

ejakulatu. Hodnoty pH néedného psiho semene se pohybuji mezi 6,4 az 6,8 €Bd1010).

Koncentrace spermii

Celkovy paet spermii v ejakulatu je jednim z parametkteré ukazuji na kvalitu
spermatu (Johnston, 1991), a jedna s&sobek jeho koncentrace a objemiicgmz zavisi
na velikosti varlat (Barber, 2010). U tpsy nela byt koncentrace spermii v kvalitnim
ejakulatu vyssi nez 300 milidrejakulat (Kustritz, 2010) do 2000 miliér(Johnston, 1991).

Nicmére tato hodnota je ovliwmna velikosti plemene (Lindeforsberg, 1991).

Motilita spermii

Motilita je vyjadovdna procentudlnim zastoupenim motilnich nebo rpsdge
motilnich spermii ve vzorku (Johnston et al., 20@HBle charakteristikou pohybu a rychlosti
pohybu spermii (R& et al., 2006). U zdraveho psa se v kvalitnimuwégla vyskytuje 70 — 90
% motilnich spermii (Iguer-ouada, Verstegen, 200mkilita miZze byt naruSena vystavenim
vzorku teplotnimu Soku, kontaminaci vodou, dindkrvi a lubrik@&nimi gely a vyskytem
infekéniho onemocEni (Payan-Carreira et al., 2010). Dale byva owhan délkou sexudlni
abstitence (Barber, 2010).

Pohyblivost spermii zjistime z kapky spermatu, diekapneme na podloZni sidd

mikroskopu, to seijkryje krycim skltkem a vSe zkoumaméipeplot 38°C a 100x zutSeni
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(Christiansen, 1984). Tato metoda odhadnutitypgohyblivych spermii je nejjednodussi,
nejrychlejsi a finatné nejmér nara@na (Martinez, 2004), nicméne velmi subjektivni a
zatizena v mnohatipadech vyznamnou systematickou chybou (Payan-Gaetal., 2010).

Pro objektivni ndfeni motility ejakulatu se zaly hledat jiné metody hodnoceni.
Vysledkem tohoto hledani bylo vyvinuti @itatové analyzy spermatu (CASA). CASA
umoziuje ziskavat objektivni a velmit@gsné informace o pafru pohyblivych bugk
v ejakulatu a kvali jejich pohybu (Martinez, 2004) a zobrazuje drotamé&ny v pohybu
spermii, které nemohou byt identifikovany obvyklysubjektivnimi metodami. Diky CASA
muze byt velmi rychle (< 1 min) individu&nzanalyzovano najednowkolik tisic spermii,
coz je pi kazdodennim pouzivani velmi praktické. Jedinyrobpgmem tohoto Z&eni je
relativné vysoka p#izovaci cena, péebna standardizace (minimalni velikost Koek na
podloznim skiiku, patet snimki za sekundu, doba trvani analyzy atd.) &ovani spravnosti
nastaveni fed kazdym pouzitim (nastaveni CASA prerstvé semeno neni optimalni pro
meieni semene konzervovaného nebo dlouhddaimzervovaného a naopak (Rijsselaere et
al., 2012).

V dnesni dob se ovSentim dal castji objevuje nazor, Ze pouze hodnoceni motility
spermii v ejakulatu jako celku neposkytuje dostadeinformace o jeho kvadit(Martinez-
Pastor et al., 2005).

Morfologie

Morfologické abnormality spermii mohou byt klasdikany jako primarni vady, které
piedstavuji odchylky vyskytujici se¢lbem spermatogeneze a sekundarni vady, které se
vyskytuji v piibéhu dozravani spermii v nadvarleti nebo po ejakul@eittlé a Soley, 1988).
Pti morfologickém hodnoceni je individu@rzkouman tvar a struktura spermii. Posuzovana
je velikost a tvar hla¢ky, stedni ¢ast a biik spermie (Barber, 2010). Ndjezit¢jSim
zjistovanym parametrem je procentualni zastoupeni nagicky normalnich spermii ve
vzorku ejakulatu (Kustritz, 2007). Procento morfptky normalnich spermii v ejakulatutps
by m¢lo byt vysSi nez 70 % (Kustritz, 2010). KdyZ je fgadorfologicky normalnich spermii
nizsi nez 60 %, bylo zji&o, Ze plodnost GZe byt nepiznivé ovlivnéna (Oettlé, 1993).

Je mozné, Ze titou roli ve vyskytu morfologicky abnormalnich sper maze hrét
vySSi ¥k, nag. u lidi klesa procento morfologicky normalnich spé po 45. roku Zivota
(Pasqualotto et al., 2005).

Mikroskopické hodnoceni morfologie spermii ube byt provedeno pomoci

mikroskopu s fazovym kontrastem nebo pomoci mikwpsks prochazejicim &tlem, kdy je
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zapotebi spermie obarvit. Pro barveni spermii Ize vykdtnegnich pgipravki, nag.
DiffQuick (Kustritz, 2007).

K hodnoceni funénich vlastnosti spermii Ize ve veterinarni praxuzib predevsim
hypoosmoticky test (HOS—test) (Karger et al., 20d4)odnoceni Zivych a mrtvych spermii
(Vnik et al., 2001). HOS-test je jednoduchy, lewmyehce aplikovatelny test na hodnoceni
funkéniho stavu membrany spermie (Kumidiaka, 1993),dZtho Ize ruting vyuZivat i ve
veterinarnich ordinacich (Karger et al., 2014).tddest je zaloZzen nagdpokladu, Ze pokud
ma spermie neporusenou funkst membrany a transport vodiep membranu tudiz probiha
fyziologicky, projevi se schopnost¢idiu spermie se zkroutit a nabobtnat (Jeyendran. et a
1984). Posouzeni procenta zivych a mrtvych spewyichazi z pedpokladu, Ze do mrtvé
spermie, u které byla naruSena integrita plazméatiockembrany, pronikne barvivo. Pro
hodnoceni spermii psse ve veterinarni praxi f@stji vyuzivad kombinace barviv eozin a
negrozin (Kustritz, 2007). Nutno vSak dodat, Zevié@eckych laboratdch zabyvajicich se
veterinarni andrologii se jiZz tentotgmb barveni nepouziva (ieet al., 2006).

3.3.2 Faktory ovliviujici kvalitu ejakulatu

Kvalita ejakuldtu je ovlivina mnoha vninimi a vrESimi faktory. Mezi
nejvyznamgjsi vnitrni faktor ovliviiujici kvalitu spermatu p#t poradi odlérd a Urove
zkuSenosti psa (Michael et al. 2008). Zdravy pesnsee pouzivat k plemenitb bez
negativniho dopadu na kvalitu ejakulatu kazdych hdglin, dens 3 dny s dvoudennim
odpaiinkem nebo 2x derinse 2 dny odpsinku (Dolezel a kol., 2001).

Zivad hmotnost psa hraje nepostradatelnou roli. Hmstt je vyznamnym faktorem,
ktery je teba vzit v Gvahuipanalyze kvality ejakulatu, protoZe rfapelkovy p@et spermii
zavisi na velikosti varlat a velikost varlat zavisi hmotnosti psa (Kutzler, 2005).

Také ¥k muze hrat dlezitou roli v kvalit ejakulatu. Péateni ejakulaty ziskané od
psi v obdobi puberty obsahujiétéi mnozstvi abnormalnich a mrtvych spermii (Ddleze
kol., 2001). U Sestiletych psdoSlo k poklesu tvorby spermii, stejtak jako ke snizeni gtu
aktivnich spermii a pdu morfologicky normalnich spermii (Schéafer et d997). Lze
konstatovat, Ze se zvySujicim s&kem psa objem ejakulatu klesa (il et al., 2011).

Nemocny nebo vystresovany pdgsdkakdy vyprodukuje semeno dobré kvalityiié
trvat 3 az 6 msial, neZz se spermatogeneze vrati zpatky do normabduRci semene téz

ovliviuji nékteré medikamenty (Pasek, 2007).
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Kvalita ejakulatu nmize byt rovez ovlivnéna vrgjSimi faktory, mezi které p#it
zejména typ bydleni, pouzZivani nebo pracovni vyyst a v neposlediiact misto odbru
spermatu (Lopes et al., 2009).

Vliv vyzivy je nekdy prehlizen, ale nedostatky ve vygjvjako je podvyZiva nebo
téZzka obezita, mohou mit na kvalitu ejakulatu vyzngndopad. Vliv vyZivy jako jeden
z ukazatel kvality spermatu byl popsan ¢kterych publikacich, ndp Linde-Forsberger et
al., 1993, Michael et al., 2008.

DalSi faktor, ktery ovliviuje kvalitu ejakulatu, je kmi obdobi. K poklesu koncentrace
spermii v ejakulatu psa dochéazi v pozdnind Bétha podzim, naopak vySSi koncentrace jsou
zZjiStovany na jée a véasném lét Tyto zneny jsou pravdpodobr vyvolany znénou délky

swtelného dne a okolni teplotou (DoleZel a kol., 2001

4 Zpuasoby uchovani spermii

Zmrazeni spermii je figob konzervovani spermii, teoreticky pro neomezeshatu
(Pascal, 2012).1Pkratkodobé konzervaci Ize skladovat semeno &bdmt a i dlouhodobé
konzervaci neomezeén(Dolezel a spol., 2001)Jchovani spermii je idezitym néastrojem
k zachovani genetické rozmanitosti, pomatta rpprodukci druhu (Farstad, 2000a) a je
pouzivano fi prepraw na dlouhé vzdalenosti po smrti psa (Rijsselaere et al., 2011).

Ke kratkodobé i dlouhodobé konzervaci se pouZiv@rmepticka frakce ejakulatu
(Kozumplik, 1992). Kazdy druh fie mit k postupu zmrazeni odliSnou citlivost (Retaal.
2005).

4.1 Kratkodoba konzervace

Kratkodoba konzervace se provéednim semene a snizenim jeho teploty, nejlépe ve
sklertnych nadobach. Jakaiklad slozeniredidel I1ze uveést 3,025g TRIS + 1,7g kyselina
citronova + 1,259 fruktéza + destilovand voda dd® X0l + 20% Zloutek + 1 mg/ml
benzylpenicilin a 1 mg/ml dihydrostreptomycinsulfé@bo pasterované mléko s 0,1 % tuku +
20% Zloutek + 1 mg/ml benzylpenicilin a 1 mg/mlylhostreptomycinsulfat. Snizeni teploty
ma byt pozvolné v fdib¢hu 30 — 60 minut. Teplota se obvykle sniZuje ndotepv chladnéce
(3 — 5°C) nebo konstantni teplotu mezi 5 — 4% Takto Ize semeno skladovat déiping.

P transportu by semeno &o byt v termoboxu s konstantni teplotou fefySujici 10°C
(Dolezel a kol., 2001).
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4.2 Dlouhodoba konzervace

Pro dlouhodobou konzervaci se pouzivagidla s pidavkem glycerolu (néastji 6 —

8 %). Doba ekvilibraceipteplot 4 °C je 2 — 3 hodiny. Tradhi zpisob edstavuje mrazeni
na suchém ledu ve fopelet (DoleZel a kol., 2001).

Druha frakce, kterd je bohata na semenojfa@izTRIS - kyselina citrébnova — vajey
Zloutek — fruktéza na bazedidla s 3% glycerolem. Ochladime na 4 2C5po dobu 1 — 2
hodiny (= ekvilibr&ni obdobi). Naslednse gida druhéredidlo s Equex a vySSim procentem
glycerolu (7 %) a semeno se aplikuje do pejet (@Bo 0,25 ml) nebo do pelet. ©fsou
povazovany za stejndobré, ale 0,5 ml pejety jsou prak#jSi pro manipulaci a moznost
oznaeni etiketou (Schafer-Somi et al., 2006).

Nowji se mrazeni provadi v ampulich nebo 0,5 ml pefetautomatickyrizenym
chlazenim pomalou (0,5C/min do -20°C a dale 2C/min do -70°C nebo 1 - 2C/min do -
15°C a dale 3 - C/min do -50°C) nebo rychlou metodou (12 - 3G/min do -70°C). Je
mozné roviZz po ekvilibraci pejety umistit do kovového valcgchlazeného parami dusiku
na -80 aZz -90C a poté pemistit pejety do tekutého dusiku (Dolezel a K20Q1).

Ptfi srovnani tiznych rychlosti mrazeni vzhledem ke kwalgemene po rozmrazeni
byla nejlépe ozngena rychlost 30C/min. Po zmrazeni je semeno uloZeno do tekutébikdu
a zde skladovano do pouZiti. Rozmrazeni insetnich davek bezprasdre pied inseminaci
se obvykle provadiipteplot 55°C po dobu 6 sekundfipadre pii 70 °C po dobu 5 sekund
(Dolezel a kol., 2001).

Prvni oplodgni z kryokonzervovaného psiho spermatu bylo vyrobged vice nez
30 lety ze zmrazeného spermatu v petet suchém ledu (Seager, 1969).

Zakladnim principem dlouhodobé kryokonzervace dgakych objeki je jejich
zmrazeni, ¢ili prevedeni vody, kterou obsahuji, z kapalného skupendb tuhého.
Konzerva@ni &inek se dosahuje kombinovanyniinkem nizké teploty a snizenim obsahu
kapalné vody¢imz se vyrazé zpomaluji az zastavuji metabolické procesy. V idse voda
nachazi ve zrimé slozitych roztocich, vaze se biochemicky a kol®idrkrong tohocaste&ne
i jako volna voda (Gafiik, 1992).

Ze vSech poznatk o tvorke krystali je zndmé, Ze se stoupajici rychlosti celého
procesu roste et krystal a klesa jejich velikost. iPzmrazovani biologickych objektje
tato otazka mimi@dre dulezita, protoZze na velikosti krystapiimo zavisi, zda bugtné stny
zustanou kompaktni anebo se poskodi. Naopak extrérohiost mize zpisobit také vnini
zmeny osmotického tlaku, které produkt mechanicky poKGangik, 1992).
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Hlavni kroky zmrazeni psich spermii jsou: centrifog, fedini, ekvilibrace, baleni,

zmrazovani a rozmrazovani.

4.2.1 Centrifugace

Cilem centrifugace je odstram prebytku prostatické tekutiny, kterd mé negativnv vli
na pohyblivost a vitalitu zmrazenych a naskedrozmrazenych spermii. Dale pak
standardizovat rfadni spermatu dofizené konéné koncentrace spermatu a glycerolu
(England, Allen 1992). Existujeékolik centrifuga&nich protokol, pricemz se standardn
vyuziva 720 g/ 5 min. (Rijsselaere et al., 2012).

Cilem studie Galvez et al. (2015) bylo posoudita zgrovést jednovrstevnou
centrifugaci (single layer centrifugation - SLC)ed nebo po tom, co je semeno zchlazeno
(pro vyker lepSich spermii a zhotoveni kvaldifsi insemin&ni davky). Byla hodnocena
pohyblivost spermii, morfologie a neporusenost nr&mp spermie. NejlepSich vysledhkylo
dosaZzeno i provedeni SLC po zchlazeni. Bylo prokazéano, ZeC Sprostednictvim
centrifugace Androcoll-C po zchlazeni ejakulatu ejfektivni zpisob, jak zlepSit kvalitu
spermii chlazeného psiho ejakulatu (Galvez e8ll5). SLC Ize tedy pouZzit i pra@ipravu
spermii pro kryokonzervaci.

Dorado et al. (2013) posuzovali, zda SLC s AndrheCoklepsi kvalitu zmrazenych
spermii po rozmrazeni. Po rozmrazeni byly vzorkihngspermatu rozdeny na d¢ ¢asti.
Jedna byla pouzita jako kontrolni a druha zpracd\&inC. Autdi dosli k zawru, Ze vzorky
psiho spermatu zpracované SLC s Androcoll-C po razemi, byly parametry kvality spermii
véetns pohyblivosti lepSi nez kontrolni vzorek. Vysleddtyidie ukazuiji, Ze SLC s Androcoll-
C mize byt alternativni a ugpna metoda pro zlepSeni kvality psich spermii poekgch
béhem procesu kryokonzervace (Dorado et al., 2013).

Cilem studie Hidalgo et al. (2014) bylo zhodnotimkbinovany dinek centrifugace
spermii, fedidla a doby uchovaniigd zmrazenim na kvalitu rozmrazeni spermatu a
zmrazitelnosti chlazeného psiho spermatu uloZemybopor boxu (Hidalgo et al., 2014).

Za prvé, dinek centrifugace a dvou kondmich fedidel z Minitibe (Biladyl A a
CaniPRO Freeze A) byl hodnocen v chlazeném sperpat@d4 a 45 hodinach skladovani
v chladu. Ve vSech hodnocenych parametrech spemelyly pozorovany tési zadné
vyznamne rozdily (Hidalgo et al., 2014).

Za druhé, chlazené sperma bylo zmrazeno po 24 leodimach skladovani v chladu

v Neopor boxu. Ukazalo se, Ze nejlepsi vysledky gosazeny, kdyz se sperma centrifuguje,
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ochladi v CaniPRO Freeze A a poté zmrazi po 24ndatii skladovani v chladu (Hidalgo et
al., 2014).

Zawrem lze tici, Ze nejlepSi vysledky byly dosaZzeny poté, coneseeo bylo
centrifugovano, ochlazeno s CaniPRO Freeze A gpdkd4 hodinach v chladfie zmrazeno
v Neopor boxu. Tim se ziskaji vysledky podobné jakepermatu zmrazeném ihned po
odbkéru (Hidalgo et al., 2014).

Metoda sperm-washing

Pro untlé oplodréni secasto provadi metoda sperm-washing pro nejlepSiitkval
vzorku (p@et a pohyblivost spermii), (Boomsma et al., 20()stup spéiva pouze v
~prani* spermatu ve sterilnim meédiu s lidskym albmem. Po fluidifikaci vzorku je cely
objem rozdlen do frakci po ne vice nez 2 ml do centrifigah zkumavek. Do kazdé
zkumavky se pida stejny objem média jako je objem vzorku ve zkuoe, obsah se jeréin
promicha pomoci sterilni pipety. Poté se vzorkytieds @i 300 g po dobu 10 minut a
supernatant je velmi opatrrodstran pomoci sterilni pipety. Peleta se znovu uvede do
suspenze v 1 ml média, jeshpromicha a centrifuguje znovu po dobu 5 mintit3®0 g.
Supernatant se &podstrani a konma peleta se resuspenduje ve sterilnim fedstpro
umélou inseminaci. To je velmitdezité pro uéeni pc&tu a mobility konéného vzorku fed
inseminaci (Aitken and Clarkson, 1998).

| pies jednoduchost a rychlost postupu jeba pipomenout, Ze opakované
centrifugace bez separace dobrych spermii od lglko@a mrtvych spermii mohou

zpasobovat oxidaci a poskozeni funkci spermii (Aitkewl Clarkson, 1998).

Metoda swim-up

Metoda swim-up je v laboratich IVF nejlgzreji pouzivanou technikou. Tato metoda
je preferovana, ma-li vzorek ejakulatu normalnégiadobrych spermii. Touto technikou jsou
spermie vybirdny podle jejich mobility a schopnaestlouvat ze semenné tekutiny.

Pt pouziti gimé ,swim-up“ metody je cely objem vzorku po fldidlaci a promichéni
roz&klen do centrifugénich zkumavek po 1 ml (dpdnostuje se s kulatym dnem).id€s
sperma se v kazdé zkumavce s velkou opatrnasvrgvi 1,3 ml kultivaniho média.
Zkumavky se umisti do inkubatoru pod Uhlem asi @,echaji se inkubovati@B7 °C po
dobu 30 — 60 min. Nakl@nim tub na 4%zvySime plochu mezi médiem a spermatem, a tim

se zlepSi schopnost spermii vyplavavat ze spermatasahnout média. Poté se zkumavky
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vrati zpt do vertikalni polohy a z kazdého horniho menisé&sterilni pipetou jenérodsaje 1
ml supernatantu obsahujiciho spermie (Henkel ahdlS2003).

4.2.2 Red¥ni ejakulatu pro kryokonzervaci

Kryoprotektanty

Kryoprotektanty rozélujeme do dvou skupin podle schopnosti prostupbuatcnou
membranou na ty, pro které je plazmatickh membkamék propustna (permeabilni), a ty,
pro které je nepropustna (nepermeabilni), (Siefdg1pR

Kryoprotektanty = permeabilni  membranou, jako ethglgkol, glycerol,
propylenglykol, DMSO (dimethylsulfoxid) adzné amidy (nap dimethylformamid,
methylformamid) jsou obeénEinngjSi nez kryoprotektanty membranou neprostupujici.
Kryoprotekce latek prostupujicich membranoucépd ve sniZzeni teploty,ipniz jsou buky
vystaveny kritické koncentraci soli (Sieme, 201Rjakticky nahrazuji vodu uviiitouiky.
Dehydratace hiky zabrani tvord intracelularniho ledu (Meryman, 2007).

ZvySenim objemu nezamrzlych kanalkv extracelularnich ledovych krystalcich
dochéazi ke z&tSeni dostupného prostoru pronky a zarové ke sniZzeni koncentrace soli
(Amann, 1999). Optimalni kryoprotektant rychle pugsije buitkou bez zavislosti na teptot
a neni toxicky (Harrison et al., 1995).

Pro kryokonzervaci psiho semene se jako hlavnigotektant paradu let uspsSne
pouziva glycerol (Chaveiro et al., 2006), ktery smdiSenou intracelularni (nitrobtimou) a
extracelularni (mezibwinou) reakci. Glycerol snizuje koncentraci soliratd zpisobem se
snizuje teplota tuhnuti v roztoku a riziko perfa&rgglazmatické membrany spermie i{Re
Linde-Forsberger 2000a). Glycerol se pouziva Mikeld vysoké koncentraci, kteraire byt
pro zivotaschopnost spermifi wysSich teplotach Skodliva. Proto sédava do spermatu az
po ekvilibraci (Fahy, 1986).

DalSim vyuzivanym kryoprotentkantem je ethylenglykigthylenglykol ma mensi
molekularni hmotnost nez glycerol, coz umojg rychlejSi proniknuti a &ni uvnit buiky
nez glycerol (Soares et a., 2002) a ve vysledikBensnizit toxicitu a vy35i propustnost bkin
(Massip, 2001). Opakovanymiigavanim a odstigvanim ethylenglykolu byly zjishy
minimalni znény v buré¢ném objemu u spermii skotu ve srovnani s glycerdi@uthrie et
al., 2002). Nicmé# vysledky praci porovnavajici ethylenglykol a glyalev psim spermatu
jsou stéle nedostateé a rozporuplné (Rota et al., 2010).
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Kryoprotektanty nepermeabilni membranou jsou culaitéza, rafindéza, sacharéza,
mandza a trehaldéza), aminokyselinygzmé proteiny (lipoproteiny, detrg vajeinych,
mlécnych a proteifi séra) a dalSi makromolekuly (fapnethylceluldéza, polyvinylalkohol a
polyvinylpyrrolidon), (Sieme, 2011).

NejpouzivaijSim nepermeabilnim kryoprotektantem je vaje Zloutek, ktery chrani
burg¢né membrany proti chladovému Soku a zabja ¢i obnovuje ztratu fosfolipidl
Z burecnych membran (Verstegen et al., 2005). Komponemtigeneho Zloutku, zda se,
stabilizuji membrany spermii, a tim neutralizujio8kvé vlivy béhem fedni a chlazeni
(Aurich, 2005). Je to komplexni biologickd stemina obsahujici bilkoviny, vitaminy,
fosfolipidy, glukdzu, antibakteridlni latky a antidanty, z nichZ ¥tSina jsou pro buftnou
membranu potencianuziteina (Huopalathi et al., 2007). Za pozitivnimi vlasttmi Zloutku
stoji slozka LDL — nizko denzitni lipoproteifMoussa et al., 2002), ktera je teoa
piedevsim fosfolipidy, triglyceridy a proteiny (Ant@t al., 2003). Mezi vlastnosti LDL Fat
napiklad zvySovani antioxidativni aktivity, respektigeizovani tvorby volnych radiké(Hu
et al., 2011)¢i interakce s proteiny semenné plazmy, které mategativié ovlivnit stabilitu
plazmatické membrany spermii vipghu kryokonzervace, (Bergeron et al., 2003, Manjunat
et al.,, 2002). V neposlediiac je také mozna interakce LDL s plazmatickou memdbuwan
spermii, a tim vytvieni ochranné vrstvy a jeji stabilizace (Bergeromlet2004). Vajeny
Zloutek ma vSak mimo pozitivnich¢iakia také negativni dopady na samotné spermie
(Watson, 1981), existuje riziko mikrobialni kontarace (Bousseau et al., 1998), @zm
interferovat pi hodnoceni spermii (Wall and Foote, 1999). Aktgabyla proviovana
moznost nahrady vajeého Zloutku wedidlech pro kryokonzervaci spermii jehéininou
slozkou — LDL (nap Bencharif et al., 2013). Samotné&igrava frakce LDL, jeji nasledna
konzervace a dialyza konzetvach latek ped jejim pouzitim ale fiedstavuji slozity proces
(Moussa et al., 2002).

Pridani kryoprotektarit jako je glycerol nebo jinych kompondéngako jsou vajeny
Zloutek, mléko, bovinni sérovy albumin, polyvinWahol a liposomy viedidle poskytne
ur¢itou ochranu pro spermie a minimalizuje fiepivé &inky kryokonzervace (Katila, 1997).
Uspich kryokonzervace vSak zavisi na mnoha dalSichofagh etns interakce mezi
kryoprotektanty, druhdedidla, rychlosti chlazeni, rychlosti rozmrazenbaeni (Andrabi,
2007).
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Lecitin

Nizkodenzitni lipoproteiny (LDL) obsazené ve Zlawk lecitin by mohly byt pouZzity
k nahrazeni celého va&eeho Zloutku (Farstad, 2009). Optimalni koncentiabé v redidle
je 8 % obj. (Briand-Amirat et al., 2007).

Aby se zabranilo pouziti latky zi¢dného fivodu, je v sotiasné ob zkouman
rostlinny lecitin (Farstad, 2009). Ngdy kandidat mezi lipidy na rostlinné bazi se j&ditin
ze soOjovych bol, mastna latka s vlastnostmi emulgétar slozeny z kyseliny fosfateé,
cholinu, mastné kyseliny, glycerolu, glykoligica fosfolipich. Pozitivni efekt lipid neni
v zadném fipact novym poznatkem. Jiz v roce 1946které studie na kich spermiich
ukazaly, Ze lecitin by mohl byt pouZzit jako ndhraggeiného Zloutku wedidle pro byi
sperma (Phillips and Spitzer, 1946).

V posledni dob bylo fedidlo na bazi so6jového lecitinu pouzito #&fad ke
kryokonzervaci semene berana a vysledky plodnostiupelé inseminaci se vyznarmn
neliSily od vysledk dosaZenych ip pouZziti zmrazenych spermii vedidle BSA nebo

vajeiného Zloutku (Fukui et al., 2008).

Redidla

Redidla ke konzervaci semene obsahufdevsim slozky, které vykazuji ochranny
acinek na spermie, dodavaji energii a udrzuji kortsiapH, osmoticky tlak i koncentraci
elektrolyti. Jak jiz bylo uvedeno vySe, pro mrazeni jsou nggbyatky s kryoprotektivnim
acinkem, které chrani spermiggal poSkozenim zmrazovanim a rozmrazovanimedhi
semene psa se pouzivaji daseji  Zloutkocitratova redidla, gipadré s piidavkem
bikarbonatu, glukézy nebo fruktdzy (nebo laktozgqevsim v fipadt mrazeni), daléedidlo
TRIS se Zloutkem nebo pasterované mléko (Dolekel.a2001).

Pouziva se mnohadiznychiedidel. Nekteraredidla jsou komeni, jejich receptura je
neznama. B.néiedidla pro zmrazeni psiho spermatu obsahuje TR{S jaufr, kyselinu
citronovou, glukézu nebo fruktézu jako zdroje enmergvajeény Zloutek jako ochranu
membrany a glycerol jako kryokonzetvécinidlo (Peia et al., 2003).

BohuZel, v mnoha publikacich se recepturaredidla udava v gramech, coz vede k
zameéné a chybam p stanoveni konsé pH nebo osmolaritiedidla. Je dlezité poznamenat,
Ze napiklad molekularni hmotnost TRIS seie [iSit v zavislosti na popisu produktu. Je-li
zakoupen jako Trizma baze M. W., je 121,1, pokudrige hydrochloridu M. W., je 157,6.
V piipac, ze v receptte je uvedena jednotka mnozstvi v mmol, je moznééte chyl
vyhnout (Péa et al., 2003).

22



Equex STM pasta serigad k fedidlu k maximalizaci membranového ochranného
acinku vajeéného Zloutku. Nicménje dilezité poznamenat, Ze tytalidky jsou izné v
zavislosti na zdroji produktu. Maximalnihofignivého @&inku se dosahne pouzitim
zmininého produktu od Nova Chemicals Inc., Sales Sa@uMA, USA (Pé&a et al., 2003a).

Mléko a Fedidla na bazi mléka

Mléko atedidla na bazi mléka jsou znama pro praktickoue&tefi ochranu spermii
raznych druli. Na zaklad sloZzeni a dynamiky spermatické membrany jsédaré latky jako
lipidy, mastné kyseliny a proteiny zapracovany gmermatu s cilem sniZeni poskozeni
spermii v souvislosti s kryokonzervaci (Curry, 2000

Cilem studie Yasuyuki Abe et al. (2008) bylo dkénoplodréni psim spermatem
zmrazenym s pouzitifedidla odsted®ného mléka a glukézy. Syvyzkum navrhl na zaklad
propuknuti ptai chiipky a pepravy mrazeného psiho spermatu sdrgjm Zloutkem. Se
svym kolektivem zkoumal dinek pouziti odsedného mléka a glukdézy bez vaeho
Zloutku na motilitu a oplozovaci schopnost kryokembvaného psiho spermatu. Vysledkem
studie bylo zji&ni, Ze jednoduch#edidlo slozené z odsidtného mléka, glukdzy a glycerolu
je pro kryokonzervaci psiho spermatu stefiouzitelné jako Zloutkovéedidlo (Abe et al.,
2008).

Vliv odstiredéného ml&néhofedidla a TRIS po zmrazeni a rozmrazeni na v morfolgii
psich spermii

Baran et al. (2012) zaili svou studii na srovnanic¢inki zmrazeni psiho spermatu
v pejetach v 0,1% tedidle odstedného mléka (SMG) sdine pouzivanyniedidlem TRIS-
Frukt6za-kyselina citronova (TFC). Bylo pouzito dvéedidel 20% vajeného Zloutku
obsazenych v TFC a 10% va&eeho Zloutku obsazenych v SMG. Ke vaork chlazeného
spermatu bylo dalefglano 10% obj. glycerolu obsazenéheedidle (za hodinu) i stejném
poneru (kon&ny pontr glycerolu 5 %). Hodnoceni bylo zaloZzeno na vlastach spermii
v pejetach po rozmrazeni, kdy pouZiididla SMG bylo stegh isgsSné jako pouzitiedila
TFC (Baran et al., 2012).

Redidla TFC SMG

Motilita 48,54 + 8,27 % 51,97 £ 7,51 %
Defekty akrozomu 41,04 £ 9,44 % 51,17 £ 9,05 %
Celkové morfologické defekty 38,04 + 11,60 % 46,67 £ 12,68 %
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Kryokonzervace psiho spermatu pomoci glukézy v TRIS bez glycerolu

Yu et al. (2014) se zabyvali vyvojem kryokonzemido redidla psiho spermatu bez
glycerolu za pouzititiznych koncentraci glukozy. TRIS bylo srovnavan&ISiiedidly s 5%
glycerolem. Progresivni motilita a zivotaschopn®& % a 41 %, v tomto padi) byly
signifikantre vySsi u skupiny s 300 mmol gluk6zy nez u ostatisialpin s nizsi koncentraci
glukézy (p < 0,05). PS (phosphatidylserin) tranatolk index byl signifikantd nizsi i
pouziti 300 mmol glukoézy a TRIS nezedidel s glycerolem (85 vs 93, p < 0,05), (Yu et al
2014).

4.2.3 Ekvilibrace

Predtim nez dojde k zmrazeni, se&né sperma ochladi na°€ a udrzuje se v této
teplo& promeénlivou dobu v zavislosti na pouzitém protokolu (% odiny). Tento proces se
nazyvéa ekvilibrace a umadje vyvinuti vySSi odolnosti spermifti®i chladovému Soku (Yu et
al. 2002).

Mnoho studii nema zcela vyhodnocené ponchlazeni neb@as ekvilibrace fed
mrazenim a pouZili libovolnych hodnot. Seager ()98&rhoval, Zetas ekvilibrace nebyl
dulezity, ale zamrazil pelety semene 3 h po&dbOlar (1984) navrhoval, Ze pro skladovani
v pejetach by ®lo byt 1 h chlazeno a 1 h ekvilibrovano nebo 2 tazbno a 2 h igd
mrazenim ekvilibrovano (Olar, 1984).

Cilem studie Suhee Kim et al. (2012) bylo vyvinoythly zpisob zmrazeni psiho
spermatu bez ekvilibrace za pouZitizmych koncentraci kryoprotektd@nta zmrazeni
v kapalném dusiku v 0,5 ml pejetach pomoci modifikaitrifikace. Autdi dosli k za¥ru, Ze
zmrazovani po dobu delSi nez 2 minuty v parachlképa dusiku zvySuje celkové
abnormality v porovnani sipmym pondgenim do kapalného dusiku. Nejvheg pro rychlé
zmrazeni psiho spermatu bez ekvilibrace se jeWtakbncentrace glycerolu. Drzeni pejet
v parach kapalného dusiku po dobu 2 minut bylo gB@Sné rychlé zmrazeni dostgici.
Tato metoda rychlého zmrazeni psiho spermatu jeophacha a efektivni a iie pomaoci
ziskat znalosti pro pokusy vitrifikace ve velkychjemech psiho spermatu (Suhee et al.,
2012).

Déle bylo zjiS¢no, Ze spermie pomené gimo do tekutého dusiku niegZily po
rozmrazeni. V tomto experimentu bylo pozorovanoogpolzodného zlepSeni v pohyblivosti,

Zivotaschopnosti a neporusenost membrany dokoncevystaveni tekutému dusiku po
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kratkou dobu (1 min.) a pozoruhodné zlepSeni bydaopovano {i vystaveni tekutému
dusiku po dobu 2 minut (Suhee et al., 2012).

Zawrem studie bylo zjighi, Ze nizka koncentrace glycerolu a kratké vysiave
tekutému dusiku stabilizovalo rychlé mrznuti vellkébjemu psiho spermatu bez chlazeni na
4 °C a poskytuje nejlepsi vlastnosti spermie po mraagonzmrazeni. Tato metoda je rychla a
jednoducha a nevyZaduje zvlastni kryobiologickézemi, coz s&dci o jeji pouzitelnosti
technikach uréé reprodukce. Navic vysledky nazng priblizeni pro nové metody mrazeni

véetre vitrifikace psiho spermatu (Suhee et al., 2012).

4.2.4 Baleni

Spermie se ukladaji ve snadno identifikovatelnygemingnich davkach. Jako obalu
se vyuZziva pejet o objemu 0,25 ml nebo 0,5 ml nebmozné vyuzit i aluminiovych tub o
objemu 5 ml (Strzezek et al., 2015).

V souwasné dob je vSak nejbzrgji zmrazené psi sperma baleno do pejet, protoze
piedstavuji gkolik vyhod oproti jinym metodam baleni. Jednakganalé mnozstvi (zvySuji
kapacitu ukladani), jednotné zmrazeni, moznostematilezitych informaci pro identifikaci
(jméno psa a identifikai ¢islo, datum odéru, nazev firmy, ktera provedla kryokonzervaci
psiho ejakulatu¢i jina dialezita data). V fipact pohybu ID (@ijem a vydej) je nutné tyto

skute&nosti evidovat a evidenci zalohovat (Yu et al., 200

4.3 Hluboké zmrazovani psiho spermatu

O hluboké zmrazeni psiho spermatu je velky zajeaymena ze dvou odu.
Umoziuje jednak mezinarodni obchodovani se spermateedrsak zizeni genovych bank
plemeniki z nadazené genetické hodnoty. | kdyz chlazené spermaziwje zajistni
prvniho cile v mnoha ifpadech, druhého cile je mozné dosahnout pouzdi@aogctvim
hluboce zmrazeného spermatu. Keotmho jsou mrazici technologiéldZitym nastrojem pro
zachovani ohrozenych vaizijicich druhi (Zindl et al., 2006).

Pokud je sperma hluboce zmrazendzmbyt skladovano po mnoho let, aniz by doSlo
ke ztrd¢ oplozovaci schopnosti; k ziznuti doSlo po inseminaci spermatem, které bylo
hluboce zmrazené po dobu 38siui (Seager, 1976).

Stejné miry zatteznuti Ize dosdhnout jakigouZiti ¢erstvého, tak ip pouZziti hluboce
zmrazeného semeneiiPskladovani semeneftipteplog€ -196 °C po dobu 8 let bylo

Zaznamenano pouze nepatrné snizeni pohyblivostng&eager, 1975).
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Pt ochrarg zmrazeného spermatu je nevyhnutelné zal@zpenstantni teplotu. Musi
se zabranit odgani tekutého dusiku a mechanickyreaim. Kolisani teploty, fedevsim jeji
zvySovani Bhem dlouhodobého usklaolvani spermatu, negatigrovliviiuje jeho kvalitu
(Gantik, 1992).

| kdyZ v posledni dabbyly popsany i jiné metody (Alamo et al., 2005 pperma je
nejlépe zmrazeno a udrZzovano v parach tekutéhduuel -196 ° C. Bylo zjigho, Ze psi
spermie mohou byt zmrazeny po 2 - 3 dnech skladopfarieplog 4 °C bez vyznamného
snizeni kvality ve srovnani se spermatem zmrazeiyrad po odbru (Hermansson and
Linde Forsberg, 2006).

4.3.1 Pomalé zmrazovani psiho spermatu

Pfi pomalé mrazici met@édse spermaticka frakce ejakulatadi Zloutkocitratem
v poneru 4:1 a ngedné sperma se necha liteplog 4 °C. Pak se d@di stejnynredidlem
s 20% glycerolem na ko#ee redéni 1:8. Naediny ejakulat se ponecha dalsi 2 had p
teplo€ 4 °C a potom se zmrazuje ve zkumavkach pomalou met(ideu2°C za min do -15
°C, déle 3 — 3C za minutu do -50C) a genese se do tekutého dusiku. Sperma psa je mozné
téZz mrazit v laktozoglycerolZzloutkovérnedidle ve formd pelet. NejlepSich vysledk je
dosahovano gdidly obsahujicimi TRIS (Kozumplik, 1992).

4.3.2 Rychlé zmrazovani semene

Pri téchto metodach se semeno zmrazuje Ravpejetach. Tekuty dusik slouzi jako
zmrazovaci médium a cely proces zmrazovani trvédZmin (Gandik, 1992).

Rychlost chlazeni/mrazeni v kritickém rozsahu tepioa zné&ny vyznam pi
kryokonzervaci, protoZze &wje, zda spermieustanou v rovnhovaze s jejich extracelularnim
prostedim, nebo se postupn,piechladi* s rostouci moznosti intracelularni tvordegu
(Kumar et al., 2003).

V pripac, Ze je rychlost ochlazovan{if vysoka, velké mnoZstvi vody je ponechano
v buice, coz vede Kk intracelularni tvérdedu a buwscné smrti v dsledku poSkozeni
membrany. Na druhou stranu, kigadc, Ze rychlost chlazeni jetiiS pomala, se mohou
buiky nadngrné smrstit a niZze dojit k velkému rozpusii latky (Mazur, 1984).

Jednim z hlavnich faktdy které rozhoduji o optimalni rychlosti chlazeng |
koncentrace glycerolu, které spermie snesou.fikiap se pedpoklada, Ze optimalni

koncentrace glycerolu pro spermie prasatijbligné 3 %, coz vyZaduje po¥me vysokou
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rychlost zmrazovan(piiblizné -40 °C). Psi spermie ,toleruji“ vysSi koncentrdde- 5 %) a
tim jsou zmrazovaci pofry nizSi (20 — 30C), (Pefia et al., 2005 a, b).

Chlazeni psiho spermatu je §8pé mirnym tempem (2 - 5 °C/min.) od 4 - 5 °C pod
bodem mrazu, (tedy od -7 do -15 nebo -20 °C) a emiae Gspsné rychlym tempem od -20
do -50 nebo -70 °C (England, 1992).

Nicmeére Dobrinski et al. (1993) ve své praci tvrdi, Zekogt pomalejSi chladici a
mrazici rychlost od -5 °C/min z + 3 do -1%7 zajistily lepSi hodnoty motility nezisdni
rychlosti od -8 °C/min od +3 do -164 °C nebo ryctdénpo od -18C/min z +3 az -192C
pro vSechndedidla testovanaiprozmrazeni fi teplo€ 37 °C po dobu 2 min (Farstad et al.,
1993).

Hay et al. (1997) porovnavali velmi rychlé zmrazeai -99 °C/min., coz ndlo
negativni dopad s velmi pomalym tempem zmraze®i °©/min., které nilo také negativni
dopad, zatimco zmrazeni tempem 2C2min. nebo -28C/min. nElo velmi dobré vysledky.
Bylo testovano &kolik mrazicich kivek vyuZzitelnych pro zmrazovani psiho spermatuéase
za to, Ze zatimco chlazeni tempem 10 a2G@a minutu v kritickém rozsahu -15/-60 je
optimalni obec#, chlazeni tempem 20 az 8C za minutu je idealni pro psy (Re Linde-
Forsberg, 2000Db).

| kdyZz zmrazeni v dusiku se stéle pouziv&kofika variantach k#li jeho levrgjSimu
zarizeni, rkolik studii ukazalo, Ze m@@tatem podporované mrazici izzeni zlepSi po
rozmrazeni zivotnost a rychlou pohyblivost (rychiézpohybovani) spermii, protoze
umoziuje nastaveni dvoustipvé ochlazovaci tkvky s rychlejSim snizenim teploty
v pribéhu prvniho kroku, nez postup za pouziti polystyk@n&rabice (Schafer-Somi et al.,
2006).

4.3.3 Ultra-rychlé zmrazovani - vitrifikace

Vitrifikace je zpisob kryokonzervace, ktery umafe piichod z kapalného do
pevného stavu extrémnim fqvySenim viskozity v ikledku vysoké koncentrace
kryoprotektani a velmi rychlym ochlazenim. Existujekolik vitrifikacnich roztok, které
jako zakladni kryoprotektanty obsahuji dimethylsxiél, glycerol, ethylenglykol nebo jejich
smesi (Massip, 2001).

Hodnoceni kvality psiho spermatu po pomalém a rycim zmrazeni
Rota et al. (2005) se zabyvali hodnocenim kvaligfhp spermatu po pomalém a

rychlém zmrazeni. Polovina z 0,5 ml pejet ziskangdkazdého ejakulatu byla zmrazena v
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parach kapalného dusiku (4 cm nad hladinou kapal{psychlé zmrazeni), zatimco druha
polovina byla zmrazena v biologickém mrazéku rystild,5 °C/min. v rozmezi od 5 °C do -
10 °C a 8 °C/min mezi -10 °C a -60 °C, a nastegondena do kapalného dusiku (,pomalé
zmrazeni®), (Rota et al., 2005).

Pomalé zmrazeni vyragnzlepSilo celkovou motilitu, ktera vykazovala poejal
pokles véase, i kdyZz pimérna drdha a rychlostnitipnka spermii byla nizsi ve srovnéni
s vysokou rychlosti. Také pet intaktnich membran spermii byl vyr&zwyssi v pomalém
zmrazeni vzork, zatimco podil spermii v jedireitzové DNA byl minimalni po obou
mrazicich postupech (Rota et al., 2005).

Batista et al. (2006) posuzoval vliv dvou mrazicitdgchnik na kvalitu semene
(motilitu, Zivé spermie a procento abnormalit spémo 1, 30, 60, 120 a 360 dnech po
zmrazeni. B prvni byly spermie zmrazeny a skladovany yvep@usiku, fi druhé byly
zmrazeny a skladovany v ultra mrazakuteplog -152°C (Batista et al., 2006).

Po zmrazeni a rozmrazeni se neukdzaly zZadné vyznaoudily v pohyblivosti
spermii a v procentu Zivych a abnormalnich sperida. druhou stranu, mikroskopickée
vlastnosti¢erstvého spermatu byly ve vzorcich od jednotlivyiehzi podobné, zatimco po
zpracovani a zmrazeni spermatu byly u jednotlivyetii pozorovany vyznamné rozdily (p <
0,05), zejména motility. Tato inter-individualni nabilita byla zjiS¢na v obou mrazicich
protokolech, coz ukazuje, Ze ,male-to-male” variac&valitt spermatu po rozmrazeni

nezavisi na pouzité technice mrazeni (Batista. e2@06).

4.4 Rychlost rozmrazeni

Rozmrazovani ijfgdstavuje pro kvalitu zmrazeného spermatu kritiokgces. Nkteré
studie ukazaly, Ze tani je interval zodpdny za ¥tSinu bugénych smrti (Holt and North,
1994). Rychlost rozmrazeni by se&lenvyhnout smrtici rekrystalizaci intracelularniledlu a
hypotonickému stresu (Gilmore et al., 1996).

Optimalni rychlost rozmrazovani spermii je v koceka rychlosti tuhnuti. Psi spermie
chlazené p 10 °C/min a rozmrazené&ip37 °C/min. po dobu 30 s (rychlé rozmrazovani), (Yu
et al., 2002) nebo 60 s ve vodni lazhitpplo& 70°C po dobu 6 — 7 s (Linde-Forsberg, 2010)
maji lepSi pohyblivost po rozmrazeni nez ty, kieol rozmrazeny pomalejSim tempem (Yu
et al., 2002). V této souvislosti je velmiildzité dodrzet pokyny z centra, (kde piblo

zmrazeni) k rozmrazovani, které bylynvzdy doprovazet zasilku (Linde-Forsberg, 2010).
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Je prokdzano, Ze spermie jsou zWaditlivé na osmoticky Sok (Songsasen et al.,
2002). K tomuto Soku dochazi, kdyZz seikyiz hypertonického roztoku zprudka dostanou do
izotonického roztoku, nap béhem rychlého rozmrazeni. Zrar se vyskytuji v ufitych
arovnich smr&nim a otoky (Petrunkina et al., 2005).

Je dobe znamo, Ze pro optimalnigiti burgk je poteba zvolit spravnou rychlost pro
zmrazovani, jez musi byt sparovana svhodnou rgthlmzmrazovani (Mazur, 1984).
Obecrk se pedpoklada, ze rychlé zmrazovani vyZaduje rychlémrazenipro ustaleni
osmotické rovnovahy, rehydrataci a obnoveni fipkbnfigurace proteinu membranyii P
pouziti stejnych metod baleni i@didel byly zaznamenanyiané rezimy zmrazovani a
rozmrazovani psiho spermatu. Byl popsan reZzim razavani ve vodni lazni pro 0,5 ml PVC
pejet, @i teplo€ 70 °C po dobu 6,5 s (Andersen, 1972), 70 °C padb (Farstad, 1984), 50
°C po dobu 30 s (Silva et al., 1995),@Dpo dobu 30 s (Oettlé, 1982), 37 °C po dobu 2 minu
a 55 °C po dobu 5 s (Dobrinski et al., 1993).

Kryokonzervace psich spermii s dostupnymi technilstéle podstathsnizuje peziti
spermii v pohlavnich organech feny ze sedmi (Iboak et al., 1967) na 12 h nebo mén
(Concannon and Battista, 1989), coz je zvlagtitické. Vysoka variabilita kvality
rozmrazeného spermatu a kratka Zivotnost rozmrahesyyermii in vitro ukazuji, Ze séasné
metody nejsou optimalni, coziie ¢ast&né odpovidat za snizeny vyskytdzosti ziskané po

umelé inseminaci ze zmrazeného spermatwé@Rs al., 2003).

Hodnoceni kvality psich spermii po rozmrazeni

Cilem studie Corcini et al. (2016) bylo zhodnotitvwpiidavku plazmy vagného
Zloutku (EYP) na kvalitu psich spermii po rozmrazéhexperimentu vysly lepsi vysledky
motility spermii po rozmrazeni (MOT), integrity mbrany (INT) a kvality akrozému (ACR)
s 20% EYP nez s 20% vajeym Zloutkem (P < 0,05), (Corcini et al., 2016).

Faktory ovliviiujici kvalitu inseminaéni davky

Je dole znamo, Ze kryokonzervaceuspbuje pokles pohyblivosti a Zivotaschopnost
spermii (Rota et al., 1999). Na éSpou kryokonzervaci maji vliv sloZetfddidla (Martins et
al., 2012), centrifugace vzorku (Risopatrén et 2012) a pouZititznych kryoprotektivnich
latek (Bencharif et al., 2012).
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Vliv koncentrace kryoprotektantu

K dispozici je pouze omezeny §mi studii pouziti ethylenglykolu (EG) jako
kryoprotektantu pro zmrazeni psich spermii. Vanuashal. (1999) uvadi progresivni
pohyblivost 62,9 % pro zmrazené sperma s pouzitnEss jako kryoprotektantu. Soares et
al. (2002) se dopracoval k podobnym vyskedk se semenem, které bylo zmrazeno
v fedidlech, jez obsahovala 0,25 nebo 0,5 molarni &tadie prokazala, ze 0,5 molarni
koncentrace EG zachovala lepsSi konstnikcelistvost plasmatické membrany (Vanucchi et
al. 1999).

Vliv fedidla

Oliveira et al. (2006) hodnotili in vitro psi speankryokonzervované \viznych
fedidlech. Hodnotil se vlikedidel TRIS - vajéeny Zloutek 5% ethylenglykol, lakt6za —
vajetny Zloutek 5% ethylenglykol a lakt6za — vay)g Zloutek 5% dimethylformamide na
zachovani zivotaschopnosti psich spermii po rozemiaOd kazdého zp psi byly ziskany
tii ejakulaty. Sperma bylo balené v 0,5 ml pejetacttlalazeno na 4C po dobu 120 min.
Pejety byly zmrazeny 4 cm nad hladinou tekutéhdkdupo dobu 15 min. a rozmrazeny ve
vodni lazni @i 37 °C po dobu 60 s aipteplot 75°C po dobu 7 s. Ilhned pro rozmrazetdy
0) a za 30, 60, 90 a 120 min. byla hodnocena psogrepohyblivost a vitalita psich spermii.
Jako nejlepSi varianta pro zachovani kvality mrahenejakulatu se jeviléedidlo na bazi
laktézy a vajéného Zloutku. Satasré Ize jako alternativni kryoprotektant dopditu
dimethylformamid (Oliveira et al., 2006).

Paia se svymi spolupracovniky poukazal figpivy Cinek pridani Equex STM pasty
do fedidla TRIS s vajnym Zloutkem. Aktivni sloéenina v Equex STM pastje
dodecylsulfat sodny (SDS), ve vbdozpustny aniontovy detergent, ktery prépodobr
pusobi snizenim propustnosti lipidové faze aneboarahu funkce membraétizenim péitoku
vapniku (Pea et al., 2003a, Ra a Linde Forsberg 2000b).

Souasti redidla na bazi laktéza — vy Zloutek byl ethylendiamin kyseliny
tetraoctové (EDTA), ne vSak v TRIS — v&ém Zloutku. EDTA fsobi jako chelatai
¢inidlo omezujici pohyb dvojmocnych ignpres plazmatickou membranu vazajici vapnik a
hoi¢ik. Vysledkem jsobeni je snizeni intracelularni koncentrace vapfitkraham, 1996).
To zabrani nebo zpozdi gieh kapacitace podobnych Zm v rozmrazenych spermiich,

prodlouzi dobu jejich dlouh@kosti pri rozmrazovani (A& et al., 2003).
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SloZeni mraziciclifedidel pouzivanych pro kryokonzervaci psiho ejakula

TRIS vajeény Zloutek | Laktdéza — vajeiny Zloutek 5% | Laktéza — vajeiny zloutek
5% ethylen glykol ethylen glykol* 5% dimethylformamid **
TRIS 3,025 g - B
Kyselina citrénova, 1,749 - -
monohydrat
Frukt6za 1,25¢g - -
Laktoza 11% - 50 ml 50 ml
Gluk6za-EDTA - 25 ml 25 ml
Vajecny Zloutek 20 mi 20 ml 20 mi
Ethylenglykol 5ml 5ml -
Dimethylformamid - - 5ml
Siran streptomycin 0,10g - -
Equex STM Pastd* - 0,5 ml 0,5 ml
Destilovana voda do 100 ml - -
pH 6,86 6,91 6,97
Osmolarita 1220 1365 1289

*Martin et al. (1979)

** Nova Chemical Sales, Scituate, Inc., MA, USA

Parametry spermii u bezpra®dré rozmrazenych spermii kryokonzervované viech

Fedidlech a rozmrazené&“pdvou teplotach

Freezing extender | TR | PM (%) NOR (%) INT (%) HOS (%)
TRISS% EG (T1) | 1 | 34,8 +7,4bA 84,4+8,9aA 49,7+4,7bA | 55,5+7,0aB
2 | 28,7 +6,6bA 88,4+7,0aA 52,51£8,7bA | 62,4+8,6aA
LACS% EG (T2) | 1 | 37,748,4abA 78,0+5,2aA 67,6+4,1aA | 58,8+7,8aA
2 |28,5+10,4bB 75,6+6,9bA 70,8+7,2Aa | 65,0+9,6aA
LAC 5% DMF (T3) | 1 | 45,5+11,3aA 65,3+14,2aA | 56,7+7,5bA | 49,2+6,6aA
2 | 43,3+6,4aA 69,5+11,2bA | 56,5+5,3bA | 51,2+7,9bA

PM — progresivni pohyblivost, NOR — morfologicky n@ini spermie, INT Normalni strukturni integrita plazmatické a
akrozomalni membrany, HOS - fuiik integrita plazmatické membrany, TR — rozmrazovan87°C po dobu 1 min, 2. 75
°C po dobu 7 sekund a naslédminimalrt 1 min ve 37°C ve vodni lazni, LAC — laktéza, EG — ethylenglykDIMF —
dimethylformamid
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Antibiotika

ProtoZe ¥tSina ejakuldt ze zdravych zvat je do ukité miry kontaminovéana
bakteriemi, pidavaji se ddedidla antibiotika (Smole et al., 2010).

Nicmére mnoho antibiotik a antimikrobialnich latek ma tiepivy vliv na spermie
(Aurich and Spergser, 2007) a navic existuji ¢méaobavy o vzniku rezistenceiady
antibiotikim (Catry et al. 2010).

Antibiotika se pidavaji dotedidla napiklad 0,19/100ml dihydrostreptomycin nebo
penicilin a streptomycin v pofru fedéni 1:3 az 1:8. Zavisi na koncentraci, ktera byfanbyt

po n&edéni 100 az 150 milioin pohyblivych spermii na 1 ml (Seager, 1969).

Antioxidanty

Bylo prok&zano, Ze kryokonzervace je doprovazeny&awm mnoZzstvim reaktivniho
kysliku, prav@podobré v disledku zmén v antioxid&ni bilanci spermii (Strzezek et al.,
2012). Tato skutaost miZze vyvolat znény ve struktie a funkci plazmatické membrany
spermie, coz Zisobi niZsi citlivost, a tim i ztratu plodnosti (Rat al., 1995). V tomto sfru
je akrozomalni membrana che@a vajénym Zloutkem proti vyskytu spontanni aktivace
(lquer-Ouada and Verstegen, 2001). Cely &@jeZzloutek obsahuje ¢kolik antioxidant,
mimo jiné fosvitin (fosfoprotein), vitamin E a Cjteké brani spermiei@d oxid&nim

poSkozenim (Michael et al., 2007).

4.5 Hluboce zmrazené psi sperma a transport

Preprava a urié oplodréni hluboce zmrazenym spermatem (-198) ziskaly
roustouci celosstovy zdjem a z&naji byt velmi popularni mezi chovateli (Iguer-daa
Verstegen, 2001).

Pouziti zmrazeného psiho semene je indikovano zgjmélyz je nutny transport na
vétsSi vzdalenost nebo pokud se pouzije geneticky maatpsa v poz&Si dokE. Zmrazeni
psiho semene je p&kud slozité ataso¥ nara@né. V belgickém chovatelském klubu Sing-
Hubertus umoiuji zamrazeni psiho semene pouze na Fakelerinarniho 1ékatvi v Gentu
nebo Lieége a teprve po schvaleni psa podle chekated kiubu (Linde-Forsberger, 2010).

V roce 2010 bylo v Evrapk umslému oplodini pouzito 50 — 55 %erstvého, 10 %
chlazeného a 35 — 40 % hluboce zmrazeného spe(matie-Forsberger et al., 2010). Wia

inseminace z chlazenéh&i zmrazeného — rozmrazeného spermatu poskytuje dhagn
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geneticky material v poz{si dol# a maradu ekonomickych a sanitarnich vyhod (Rijsselaere,
Vam Soom, 2010).

Pejety by ndly byt disledrg ozna&eny datem, jménem psa, plemenem, tetovanim nebo
¢islemcipu a mistem zmrazovaciho centra. Nakonec jsouypejaiseény do stojanu, ktery se
nachazi gkolik centimetfi nad hladinou kapalného dusiku (Schafer-Somi g2@06).

Zmeénou vzdalenosti pejet se semenem od hladiny tekudébiku, se vytu&ji nizné
mrazici pomdry. Tuto ,statickou metodu® je snadné provBdale umo#uje pouze malou
kontrolu nad skutaou rychlosti tuhnuti. Opakovatelnost zmrazovaninige zlepsit,
pouzijeme-li programovatelné automatické&izeni zmrazeni (= dynamicka metoda), jako je
mala digitalni ledriika Planer 10 TM nebo kostky ledu (Sy-Lab), kterénmobyt vhodné,
ma-li byt sodasré zmrazen velky p&et pejet (automatické programovatelné mréanisou
velmi drahé), (Schafer-Somi et al., 2006).

Podle zfisobu kryokonzervace mohou byt uloZzeny pejety v kegga dusiku (obr. D)

v piipack potreby po cela léta, dokud se nerozmrazi a neuzijs&minaci feny, nebo mohou
byt prepravovany do zahrativ nadols ,dry shipper® (obr. C). Naklady naig@pravu jsou
vSak obec# vysoké v dsledku vahy nadoby, kterdni 10 az 20 kg. Navic mnoho leteckych
spole&nosti a dopravnich podrikse zdraha je dopravovat. V posledni &#blyl predstaven
novy, pro pouziti jednoduchy, ,dry shipper 3L (SEechnologie, USA). Tato nadoba po
naplreni vazi pouze 4,5 kg. Vydrzi zhrubgyti dny a je uéena pro jednosénnou gepravu.
Ve srovnani s normalni@pravni nadobou dojde ke snizeni naklad zhruba jednttvrtinu.
Navic u rgkterych leteckych spodaosti je mozné tento novy ,dry shipper* vzit jakidrpeni
zavazadlo (Linde-Forsberg, 2010).
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Obréazek C: Kontejner s kapalnym dusikem ,dry Obréazek D: Koptejner s Ifapaln'ym dusikem pouzivany
shipper* pouZivany pro mezinarodni transport psiho pro dlouhodobé skladovani psiho spermatu
spermat

Pravidla pro pepravu mrazeného psiho semene jsou gamkomplikovana a
v konkrétnich zemich se liSi. Vekterych statech, jako je Belgie, jeepoz jednoduchy,
zatimco jinde, nagklad v Austrdlii, jsou pravidla pro dovoz psihonmsme velmi fisna.
Piavodni dovozni povoleni, o&ticeni o zdravotni nezavadnosti &alik sérologickych test
(Brucella a Leptospir6za), tviojen ¢ast ziady pozadavik Dovoz chlazeného nebo hluboce
zmrazeného psiho semene do Belgie vSak vasmé dob nepodléha Zadnym omezenim
vzhledem k nedostatkurgupisi. Navic pravidla pro import chlazeného semene mdhgu
odliSna od &ch, ktera se vztahuji na zmrazené sperma. Vynikgiehled pedpisi a
doporweni pro pepravu chlazeného a mrazeného semene pro mnohsegeje zvéejrén
na webovych strankach iVIS (http://www.ivis.org/hemsp.). Je proto velmiikbzité poradit
dovozcici majiteli psa kontaktovat ministerstvo z&mdIstvi (nebo mistni organ) a informovat
je o sodasnych pravidlech a Haeni dané zetn To by n€lo byt provedeno v dostateeém
piredstihu ped planovanym odite semene aippravou, aby bylo mozné provést vSechny
potiebné krevni testy a ¥iglit zdravotni pozadavky a dokumentaci (Rijsselatra., 2010).
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Co by se n¥lo védét o dovozu zmrazeného semene psa @R

Je poteba spinit pozadavky Statni veterinarni spr&® pro import semene ze
zahranti, jeZ jsou uvedeny na strankach www.svscr.ézd®ozu semene zéetich zemi je
nutné minimald . 15 dni pede dnem fedpokladaného dovozu podat na SURB Zadost o

sdéleni dovoznich podminek.

4.5.1 Dovoz semene d€eské republiky

Jelikoz dovoz spermatu {osze tetich zemi neni vramci Evropské unie
harmonizovany, kaZdylensky stat si dovozni podminky stanovuje s&iaska republika
vyZzaduje, aby zasilka spermatu byl povozu doprovazena stanovenymi veterinarnimi
podminkami a veterinarnim agitenim (VO). Sodasti os¥dceni je potvrzeni, Zze pes byl
vySeten na leptospirdzu a brucel6zu a zaroe&kovan proti leptospiroze.

Veterinarni podminky se na zékéatdosti vystavi do 14 dn

Nejdiive se musi poslat zadost o stanoveni veterinarpimttiminek pro dovoz

spermatu psa n#ilad z USA doCR na epodatelna@svscr.cz. V zadosti se uvede:

- padet davek spermatu

- zda se jedna o chlazénérazené sperma

- plemeno psa

- adresu vyvozce

- adresa kliniky, resp. veterteau kterého bude zéasilka spermatu po dovozu uézen
- misto vstupu do EU, tj. Pohramii Veterinarni Stanice, kde bude zasilkadtozena ke
kontrole

- tel. kontakt nafflemce a adresa, kam se ma dovozni povoleni zaslat.

Veterinarni os¥dceni musi bytrddre vyplnéné a potvrzené f@dnim veterinarnim
lekarem USA, tj. veteringem, ktery ma kulaté razitko. Na pohramiveterinarni stanici mista
vstupu se musi minimalnjeden den fedem zaslat vypima 1.c¢ast SVVD, ktera je na
webovych strankach: http://eagri.cz/public/web/gusgial/obchodovani-vet-zbozi/svvd-ous/
(Zboril, 2016).
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4.5.2 \yvoz semene Leské republiky

Pro vyvoz spermatu mimo Uzemi EU musi byt obespinitny dovozni podminky,
které si stanovuje konkrétnieti zeng. Zjisteni prisluSnych dovoznich podminek, které se u
riznych sték lisi, neni v kompetenci Statni veterinarni spré8yS stanovuje jen podminky
dovozu doCR), dle veterinarniho zakona je to povinnost vywozéktualni veterinarni
podminky pro dovoz (tranzit) lze ziskat odigtusného veterinarnihoradu v dané zemi
(Zbaril, 2016).
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5 Zavér

Pri kratkodobé konzervaci Ize skladovat semeno d&ti pdni a i
kryokonzervaci prakticky neomezenHlavni kroky zmrazeni odebraného psiho ejakulatu

jsou: centrifugacaedni, ekvilibrace, baleni, zmrazovani a rozmrazovani.

* Standards se vyuziva centrifugacefipnastaveni 700 g/ 5 min. Jako alternativu lze
vyuzit jednovrstevnou centrifugaci, diky niz lzeo pkryokonzervaci vybrat nejkvaligjsi

spermie z ejakulatu.

* Redidlo se pouziva Zloutkocitratové;iadre s pridavkem bikarbonatu, glukézy nebo
fruktézy (nebo laktozy i@devsim v fipadt mrazeni), dalg¢edidlo TRIS se Zloutkem nebo

pasterované mléko.

* Jako hlavni kryoprotektant se tagtji vyuziva glycerol, alternativhlze dopordit

dimethylformamid.

* V sowasné dob je nejlEzngji zmrazené psi sperma baleno do pejet, protoze
piedstavuji Bkolik vyhod oproti jinym metodam baleni. Vyhody: annozstvi, jednotné
zmrazeni, moznost zéeni dilezitych informaci pro identifikaci. PouZivaji sesjgty o

objemu 0,25 ml nebo 0,5 ml. Je mozné vyuzit i ahuovych tub o objemu 5 ml.

* Pomer chlazeni neb@&as ekvilibrace: fed mrazenim pro skladovani v pejetach by
melo byt psi sperma 1 h chlazeno a 1 h ekvilibroviaebo 2 h chlazeno a 2 kel mrazenim
ekvilibrovano. Ovsem s vybornymi vysledky Ize znirasi sperma bez ekvilibrace za pouziti
raznych koncentraci kryoprotekta@nd zmrazeni v kapalném dusiku v 0,5 ml pejetachgodm

modifikagni vitrifikace.

* Nizkd koncentrace glycerolu a kratké vystaveskutému dusiku stabilizuje rychlé
mrznuti velkého objemu psiho spermatu bez chlazem°C a poskytuje nejlepsSi vliastnosti

spermie po mrazeni a rozmrazeni.

* Kvalita psich spermii sipdavkem 20% plazmy vajeého Zloutku po rozmrazeni ma
lepSi vysledky na motilitu spermii, integritu meraby a kvalitu akrozOmu nez s 20%

vajectnym Zloutkem.

37



Pouzita literatura

« Abe, Y., Lee, D. S, Sano, H., Akiyama, K., YanagistUeta, Y., Asano, T., Suwa,
Y., Suzuki, H. 2008. Artificial Insemination with&dine Spermatozoa Frozen in a
Skim Milk/Glucose-Based Extender. Journal of Repatibn and Development. 54
(4). 290 — 294.

e Aitken, R. J., Clarkson, J. S. 1998. SignificandeReactive Oxygen Species and
Antioxidants in Defining the Efficacy of Sperm Pasgtion Techniques. Journal of
Andrology. 9 (6). 367 — 376.

« Alamo, D., Batista, M., Gonzélez, F., Rodriguez, Gtuz, G., Cabrera, F., Gracia, A.
2005. Cryopreservation of semen in the dog: useltod-freezers of -152C as a
viable alternative to liquid nitrogen. Theriogengyo63. 72 - 78.

* Amann, R. P. 1999. Cryopreservation of sperm. Inoldl, E., Neill, J. D. (eds).
Encyklopedia of Reproduction. Vol. 1. NewYork. Aeswic Press. 773 — 783.

« Andersen, K. 1972. Fertility of frozen dog semegtaAVeterinaria Scandinavica. 13.
128 — 130.

« Andersen, K. 1975. Insemination with frozen dog serbased on a new insemination
technique. Zuchthygiene. 10. 1 — 4.

e Andrabi, S. M. H. 2007. Fundamental principles pfopreservation of Bos Taurus
and Bos indicus bull spermatozoa. Mini Review. in&tional Journal of Agriculture
and Biology. 9. 367 — 369.

* Anton, M., Martinet, V., Dalgalarrondo, M., Beaulna/., David-Briand, E.,
Rabesona, H. 2003. Chemical and structural chaisaten of low-density
lipoproteins purified from hen egg yolk. Food Chsiry. 83. 175 - 183.

e Aurich, C. 2005. Factors affecting the plasma memérfunction of cooled-stored
stallion spermatozoa. Animal reproduction sciei®&.65 — 75.

* Aurich, C., Spergser, J. 2007. Influence of baatand gentamicin on cooled-stored
stallion spermatozoa. Theriogenology. 67. 912 — 918

e Baran, A., Ozdas, O. B., Sandal, A. I., Ak, K. 20E#ects of Skim Milk Extender on
Frozen-Thawed Canine Sperm Morphology. Journal oimal and Veterinary
Advances. 11 (17). 3242 — 3246.

38



Barber, J. Canine semen collection and evaluaRoocgedings) [online]. 1. 4. 2010
[cit. 2015-11-13]. Dostupné z <http://veterinargaar.dvm360.com/canine-semen-
collection-and-evaluation-proceedings>.

Batista, M., Alamo, D., Gonzalez, F., Cruz, M. Gracia, A. 2006. Influence of the
Freezing Technique (Nitrogen Liquid vs Ultrafreepér-152 °C) and Male-to-Male
Variation Over the Semen Quality in Canarian M&®fifeed Dogs. Reproduction in
Domestic Animals. 41. 423 — 428.

Bencharif, D., Amirat, L., Anton, M., Schmitt, EDesherces, S., Delhomme, G.,
Langlois, M-L., Barriére, P., Larrat, M., Tainturjd. 2008. The advantages of LDL
(Low Density Lipoproteins) in the cryopreservatimincanine semen. Theriogenology.
70. 1478 - 1488.

Bencharif, D., Amirat-Briand, L., Garand, A., Antoll., Schmitt, E., Desherces, S.,
Delhomme, G., Langlois, M. L., Barriere, P., Destalle, S., Vera-Munoz, O.,
Tainturier, D. 2012. The advantages of using a déoation of LDL and glutamine in
comparison with TRIS egg yolk and EquekX STAMP extenders in the
cryopreservation of canine semen. Research in MatgrScience. 93. 440 — 447.
Bencharif, D., Amirat-Briand, L., Le Guillou, J.,a@nd, A., Anton, M., Schmitt, E.,
Desherces, S., Delnomme, G., Langlois, M. L., Destlle, S., Vera-Munoz, O.,
Barriere, P., Tainturier, D. 2013. Canine-chillege8n: Study of a Semen Extender
Made with Low-density Lipoproteins from Hen Egg ¥oSupplemented with
Glutamine. Reproduction in Domestic Animals. 48 g58-266.

Bergeron, A., Crete, M. H., Brindle, Y., Manjunath, 2003. Low-density lipoprotein
fraction of hen's egg yolk prevents binding of nngjmteins of bovine seminal plasma
to sperm and lipid efflux from the sperm membraBielogy of Reproduction. 68. 170
- 170.

Bergeron, A., Crete, M. H., Brindle, Y., Manjunai, 2004. Low-density lipoprotein
fraction from hen's egg yolk decreases the bindih¢ghe major proteins of bovine
seminal plasma to sperm and prevents lipid efffoxfthe sperm membrane. Biology
of Reproduction. 70. 708 - 717.

Blach, E. L., Amann, R. P., Bowen, R. A., Frantz, 1989. Changes in quality of
stallion spermatozoa during cryopreservation: pasnembrane integrity and motion
characteristics. Theriogenology. 31. 283 — 298.

39



Boomsma, C. M., Heineman, M. J., Cohlen, B. J.,qtbar, C. 2004. Semen
preparation techniques for intrauterine insemimatidochrane Database of Systematic
Reviews. 3. CD004507.

Bousseau, S., Brillard, J. P., Marquant-Le GuieheGuerin, B., Camus, A., Lechat,
M. 1998. Comparison of bacteriological qualitiesvafious egg yolk sources and the
in vitro and in vivo fertilizing potential of bovensemen frozen in egg yolk or lecithin
based diluents. Theriogenology. 50. 699 - 706.

Briand-Amirat, L., Tainturier, D., Anton, M. 200MJse of egg compounds for
cryoprotection of spermatozoa. In.: Huopalahti, Eopez-Fandino, R., Anton, M.,
Schade, R. (eds.). 2007. Bioactive Egg Compoundgwminger-Verlag. Berlin.
Heidelberg. 259 - 264.

Catry, B., Van Duijkere, E., Pomba, M. C., Grekb, Moreno, M. A., Pyorala, S.,
Ruzauskas, M., Sanders, P., Threlfall, E. J., UragdgmF., Toérnele, K., Munoz-
Madero, C., Torren-Edo, J. 2010. Scientific Adwvisdéroup on Antimicrobials
(SAGAM), Reflection paper on MRSA in foodproducimgd companion animals:
epidemiology and control options for human and ahinealth. Epidemiol Infect. 138.
626 — 644.

Cerolini, S., Pizzi, F., Gliozzi, T., Maldjian, AzZaniboni, L., Parodi, L. 2003. Lipid
manipulation of chicken semen by dietary meansi@nclation to fertility: a review.
Wold’s Poultry Science Journal. 59. 65 — 75.

Clulow, J. R., Mansfield, L. J., Morris L. H. A.vEns, G., Maxwell, W. M. C. 2008.
A comparison between freezing methods for the agsgrvation of stallion
spermatozoa. Animal Reproduction Science. 108.-23@8.

Concannon, P. W., Battista, M. 1989. Canine semezezing and artificial
insemination. In: KIRK, R. W. (Ed.). Current veteary therapy. Philadelphia: W. B.
Saunders. 1247 — 12509.

Corcini, C. D., Goularte, K. L., Bongalhardo, D, Cucia Jr, T., Jardim, R. D., Varela
Junior, A. S. 2016. Effect of egg yolk plasma om dperm cryopreservation. First
International Journal of Andrology. 48. 114 — 115.

Curry, M. R., 2000. Cryopreservation of semen frdomestic livestock. Reviews of
Reproduction. 5. 46 — 52.

Cerveny,C., Komarek, V., Strba, O. 1999. Kol atlas veterinarni anatomie. Vydani
1. Grada. Praha. 701 s. ISBN: 80-7169-352-9.

40



Cerveny,C. 2011. Vademecum anatomie domécich #guo studium a veterinarni
praxi. Nakladatelstvi Brazda, s.r.o0. Praha. 213BN 978-80-209-0389-1.

Doak, R. L., Hall, A., Dale, H. E. 1967. Longevii§ spermatozoa in the reproductive
tract of the bitch. Journal of Reproduction Fastilil3. 51 — 58.

Dobrinski, 1., Lulai, C., Barth, A. D., Post., K923. Effects of four different extenders
and three different freezing rates on post thavbilitg of dog semen. Journal of
reproduction and fertility. Supplement. 47. 291962

Dolezel., R., Vitasek, R., Svoboda, D. F. 2001. Wehpsa a k&y Il. dil. In:
Svoboda, M., F. Senior., D., Doubek, J., KlimeSa kolektiv. Noviko, a. s. Brno.
1021 s. ISBN: 80-902595-3-7.

Dorado, J., Galvez, M. J., Morrell, J. M., Alcaréz, Hidalgo, M. 2013. Use of single-
layer centrifugation with Androcoll-C to enhanceesp quality in frozen-thawed dog
semen. Theriogenology. 80. 955 — 962.

Dubiel, A. 2004. Plan badania psa reproduktora evukiku plodnéci. (Andrological
examination of the stud dog-in polish). In: Dubiél (ed.). Rozdréd pséw.
Wydawnictvo Akademii Rolniczej. Wroctaw. 348 - 358.

England, G. C. W., Allen, W. E. 1992. Factors difeg the viability of canine
spermatozoa. Il. Efects of seminal plasma and bl®ébdriogenology. 37. 373 - 381.
Fahy, G. M. 1986. The relevance of cryoprotectatuxigity® to cryobiology.
Cryobiology. 23. 1 — 13.

Farstad, W. 1984. Bitch fertility after natural mngt and after artificial insemination
with fresh or frozen semen. Journal of Small Anifedctise. 25. 561 — 565.

Farstad, W. Semen cryopreservation in dog and fok@36. Animal Reproduction
Science. 12. 145 - 150.

Farstad, W. 2000a. Assisted reproductive technollogyanid species. Theriogenology
53.175 - 186.

Farstad, W. 2009. Cryopreservation of Canine SemenNew Challenges.
Reproduction in Domestic Animals. 44 (2). 336 —.341

Filip¢ik, R., Vagenknechtova, M., HoSek, J., Jarinkova, L. 2011. The effect of the
age of dogs on their ejaculate. ACTA UNIVERSITATIKSGRICULTURAE ET
SILVICULTURAE MENDELIANAE BRUNENSIS. Volume LIX (6) 45 - 50.

Foote, R. H. 1964. Extenders for freezing dog serAemerican Journal of Veterinary
Research 104. 37 — 40.

41



Fukui, Y., Kohno, H., Togari, T., Hiwasa, M., Okalle 2008. Fertility after artificial
insemination using a soybean based semen exteAddroMed) in sheep.Journal of
Reproduction and Development. 54. 286 — 289.

Galvez, M. J., Ortiz, 1., Hidalgo, M., Morrell, 8., Dorado, J. 2015. Should single
layer centrifugation of dog semen be done beforeafter the semen is colled?
Veterinary Record. 176.

Gantik, P., Kozumplik, J., Meséaros, P., Schvarc, F¢ek] Z., Zibrin, M. 1992.
Andrologia a umela inseminacia hospodarskych zuiétdroda a. s. Bratislava SK.
299 s. ISBN: 80-07-00540-4.

Gantik, P., Zibrin M. 1992. Semeno. In: Gaik, P., Kozumplik, J., Mesaros, P.,
Schvarc, F., Mek, Z., Zibrin, M. 1992. Androlégia a umela inseasa
hospodarskych zvierat. Priroda a. s. BratislavaZ9R.s. ISBN: 80-07-00540-4.
Gantik, P. 1992. Laboratérne vySetrovanie ejakulatu.@antik, P., Kozumplik, J,
Mesaros, P., Schvarc, F.,8ék, Z., Zibrin, M. 1992. Androldgia a umela insedta
hospodarskych zvierat. Priroda a. s. BratislavaZ9R.s. ISBN: 80-07-00540-4.
Gilmore, J. A., Du, J., Tao, J., Peter, A. T., s&1t J. K. 1996. Osmotic properties of
boar spermatozoa and their relevance to cryopraserv Journal of Reproduction
and Fertility. 107. 87 — 95.

Graham, J. K. 1996. Cryopreservation of stallioarspatozoa. The Veterinary Clinics
of North Amerika: Equine Practice. 131 — 147.

Guthrie, H. D., Liu, J.,Critser, J. K. 2002. Osrnootolerance limits and effects of
cryoprotectants on motility of bovine spermatoZ®@alogy of Reproduction. 67. 1811
—1816.

Harrison, R. A. P., Ashworth, P. J. C., Miller, 8. A. 1995. Assessment of sperm
function under fertilizing conditions. ReproductimnDomestic Animals. 31. 25 — 30.
Hay, M. A., King, W. A., Gartley, C. J., Leibo, B., Goodrowe, K. L. 1997. Canine
spermatozoa — Cryopreservation and evaluation ofmetg interaction.
Theriogenology. 48. 1329 - 1342.

Henkel, R. R., Schill, W. B. 2003. Sperm preparafior ART. Reproductive Biology
and Endocrinology. 1. 108.

Hermasson, U., Linde Forsberg, C. 2006. Freezirgjared, chilled dog spermatozoa.
Theriogenology. 65. 584 — 593.

42



Hidalgo, M., Portero, J. M., Ortiz, I., Dorado, 2014. Cryopreservation of canine
semen after cold storage in a Neopor box: effecextender, centrifugation and
storage time. Veterinary Record. 175 (1). 1 — 6.

Holt, W. V., North, R. D. 1994. Effects of tempeana and restoration of osmotic
equilibrium during thawing on the induction of pt@a@ membrane damaged in
cryopreserved ram spermatozoa. 1994. Biology oféttion. 51. 414 — 424,

Hu, J. H., Jiang, Z. L., Lv, R. K., Li, Q. W., Zh@rS. S., Zan, L. S., Li, Y. K., Li, X.
2011. The advantages of low-density lipoproteinstia cryopreservation of bull
semen. Cryobiology. 62. 83 - 87.

Huopalathi, R., Lopez Fanadino, R., Rudiger Schdde(eds). 2007. Bioactive Egg
Compounds. Springer — Verlag Berlin. Heidelber@ 23262.

Chaveiro, A., Liu, J., Engel., B., Critser, J. RNoelders, H. 2006. Significant
variability among bulls in the sperm membrane pedoilgy of water and glycerol:
possible implications for semen freezing protodolsindividual males. Cryobiology.
53. 349 — 359.

Christanelli, M. J., Squires, E. L., Amann, R. Pickett, B. W. 1984. Fertility of
stallion semen processed, frozen and thawed byvapnecedure. Thriogenology. 22.
39 — 45.

Christiansen, Ib J. 1984. Reproduction in the Doyl &at. Britisch Library
Cataloguing in Publication Data. London. 153 p.sB-7020-0918-0.

Iguer-ouada, M., Verstegen, J. P. 2001a. Evaluaifahe ,hamilton thorn computer-
based automated system* for dog semen analysisiofleaology 55 (3). 733 - 749.
Ilguer-ouada, M., Verstegen, J. P. 2001. Long-teresqrvation of chilled canine
semen: effect of commercial and laboratory prepasddnders. Theriogenology. 55.
671 — 684.

Isachenko, V., Isachenko, E., Mongat, M., Zaeva,Kvivokharchenko, I., Nawroth,
F., Dessole, S., Katkov, I. I, van der Ven, H. 20QClean technique for
cryoprotectant-free vitrification of human spernmta. Reproductive BioMedicine
Online. 10. 350 — 354.

Jeyendran, R. S., Vanderven, H. H., PerezpelagzCMbo, B. G., Zaneveld, L. J. D.
1984. Development of an assay to assess the faattiategrity of the human-sperm
membrane and its relationship to other semen ctaarsiics. Journal of Reproduction
and Fertility 70 (1). 219.

43



Johnston, S. D. 1991. Performing a complete casgmen evaluation in a small
animal hospital. Veterinary Clinic. North Americl. 545 - 551.

Johnston, S. D., Kustritz, M. V. R., Olson, P. N. Z01. Canine and Feline
Theriogenology. W. B. Saunders Company. Philadal@7 — 306.

Karger, S., Arlt, S., Haimerl, P., Heuwieser, W120A systematic review of studies
performing the hypo-osmotic swelling test to evéduahe quality of canine
spermatozoa. Reproduction in Domestic Animals.1491 — 6.

Katila, T., Combes, G. B., Varner, D. D., BlanchardL. 1997. Comparison of three
containers used for the transport of cooled stakiemen. Theriogenology. 48. 1085 —
1092.

Katkov, I. I., Katkova, N., Critser, J. K., MazW, 1998. Mouse spermatozoa in high
concentrations of glycerol: chemical toxicity veamagic shock at normal and reduced
oxygen concentrations. Cryobiology. 37. 325 — 338.

Katkov, I. I., Isachenko, V., Isachenko, E., Kim, Bl, Lulat, A. G. M. |., Mackay, A.
M., Levine, F. 2006. Low- and high- temperatureifigation as a new approach to
bio stabilization of reproductive and progenitorlie International Journal of
Refrigeration: Revue Int. Du Froid. 29. 346 — 357.

Kim, S. H.,, Yu, D. H. Kim, Y. J. 2010. Effects ofryopreservation on
phosphatidylserine translocation, intracellular togetn peroxide, and DNA integrity
in canine sperm. Theriogenology. 73. 282 — 292.

Kocéarek, E. 2008. Genetika. Nakladatelstvi SCIENTIAoIss r. 0. Praha 5. 211 s.
ISBN: 978-80-86960-36-4.

Kozumplik, J. 1992. Anatomie a fyziologie pohlasmargari plemenik. In: Gangik,
P., Kozumplik, J. a kolektiv. 1992. Andrologia aealéninseminécia hospodarskych
zvierat. Priroda a.s. Bratislava SK. 299 s. ISBO{08-00540-4.

Kuleshova, L. L., Lopata, A. 2002. Vitrification mabe more favorable than slow
cooling. Fertility and Sterility. 78. 449 — 454,

Kumar, S., Millar, J. D., Watson, P. F. 2003. THfea of cooling rate on the survival
of cryopreserved bull, ram and boar spermatoz@anagparison of two controlled-rate
cooling machines. Cryobiology. 46. 246 — 253.

Kumidiaka, J. 1993. Subjecting canine semen td{p®osmotic test. Theriogenology
39 (6). 1279 - 1289.

44



Kustritz, M. V. R. 2007. The value of canine semegaluation for practitioners.
Theriogenology 68 (3). 329 — 37.

Kustritz, M. V. R. 2010. Clinical Canine and Felifeproduction: Evidence-Base
Answers. Wiley-Blackwell, lowa. 246 - 249.

Kutzler, M. A. 2005. Semen collection in the dofefiogenology. 64. 747 - 754.
Kvapil, R., Kvapilova, R. 2007. Bvodce psi reprodukci. J. $Spk — Tok. Praha. 78 s.
ISBN: 978-80-86177-21-2.

Liebermann, J., Tucker, M. J., Graham, J. R., HanPavis, A., Levy, M. J. 2002.
Blastocyt development after vitrification of multgmuclear zygotes using the Flexipet
denuding pipette. Reproductive BioMedicine Onlihel46 — 150.

Linde-Forsberg, C. 1991. Achieving canine pregnabgyusing frozen or chilled
extended semen. Veterinary Clinics of North Amefseaall Animal Practise 21 (3).
467 - 485.

Linde-Forsberg, C., Forsberg, M. 1993. Results &7 5controlled artificial
inseminations in dogs. Journal of Reproduction aaility. 47. 313 — 323.
Linde-Forsberger., C. 2010. Canine artificial inggation: State of the Art. In:
Proceeding # EVSSAR Congress, Louvain-La-Neuve, Belgium. 25— 2

Lopes, G., Simoes, A., Ferreira, P., Martins-BessaRocha, A. 2009. Differences in
preservation of canine chilled semen using differeansport containers. Animal
Reproduction Science. 112. 158 — 163.

Manjunath, P., Nauc, V., Bergeron, A., Menard, Nd02. Major proteins of bovine
seminal plasma bind to the low-density lipoproteaction of hen's egg yolk. Biology
of Reproduction. 67. 1250 - 1258.

Martin, J. C., Klug, E., Gunzela, A. R. 1979. Cédagation of stallion semen and its
storage in large volume straws. Journal of Reprodd-ertility. 27. 47 — 51.
Martinez, A. I. P. 2004. Canine fresh and cryopmesg semen evaluation. Animal
Reproduction Science 82 (3). 209 - 224.

Martinez-Pastor, F., Garcia-Macias, V., Alvarez, Merraez, P., Anel, L., de Paz P.
2005. Sperm subpopulations in iberian red deerigypithl sperm and their changes
through the cryopreservation proces. Biology of iRdpction 72 (2). 316 - 327.
Martins, M. I. M., Justino, R. C., Sant'anna, M, Crautwein, L. G. C., Souza, E. E.
2012. Comparison of two different extenders foropmgservation of epididymal dog

sperm. Reproduction in Domestic Animals. 47. 2294.

45



Marvan, F. 2007. Morfologie hospagd&aych zvfat. 304 s. ISBN: 978-80-213-1658-4.
Massip, A. 2001. Cryopreservation of Embryo of Fafmimals. Reproduction in
Domestic Animals. 36 (2). 49 -55.

Mazur, P., 1984. Freezing of living cells: Mechamssand implications. American
Journal of Physiology. 247. 125 — 142.

Meryman, H. T. 2007. Cryopreservation of living Iselprinciples and practise.
Transfusion. 47. 935 — 945.

Michael., A., Alexopoulos, C., Pontiki, E., Hadjipau-Litina, D., Saratsis, P.,
Boscos., C. 2007. Effect of antioxidant supplemigonaon semen quality and reactive
oxygen species of frozen-thawed canine spermatdzwaiogenology. 68. 204 - 212.
Michael, A. J., Alexapoulos, C., Pontiki, E. A., djipaviou-Litina, D. J., Saratsis,
PH., Ververidis, H. N., Boscos, C. M. 2008. Quaktyd reactive oxygen species of
extended canine semen after vitamin C supplementaiiherieogenology. 70. 827 —
835.

Miller, R. R. Jr., Cornett, C. L., Waterhouse, K, Earstad, W. 2005. Comparative
aspects of sperm membrane fatty acid compositiagilver Vulpes vulpgsand blue
(Alopex lagopusfoxes, and their relationship to cell cryopresgion. Cryobiology.
51. 66 — 75.

Moussa, M., Martinet, V., Trimeche, A., Tainturi&,, Anton, M. 2002. Low density
lipoproteins extracted from hen egg yolk by an eagyhod: cryoprotective effect on
frozen-thawed bull semen. Theriogenology. 57. 1:69B806.

Oettlé, E. E. 1982. Preliminary report: A pregnarfmym frozen centrifuged dog
semen. Journal of the South African Veterinary Agston. 53. 269 — 270.

Oettlé, E. E., Soley, J.T. 1988. Sperm abnormalitiethe dog: a light and electron
microscopic study. Veterinary Medicine. 59. 28 : 70

Oettle, E. E. 1993. Sperm morphology and fertility the dog. J. Reproduction
Fertility 47. 257 - 260.

Olar, T. T. 1984. Cryopreservation of Dog SpermatoZ58 p. MS Thesis, Colorado
University, Fort Collins.

Olar, T. T., Bowen, R. A., Pickett, B. W. 1989.lirdnce of extender, cryopreservative
and seminal processing procedures on posthaw tyaiflicanine spermatozoa frozen
in straws. Theriogenology. 31. 451 — 461.

46



Oliveira, E. C. S., Juliani, G. C., Marques Jr., A, Henry, M. 2006. In vitro
evaluation of canine spermatozoa cryopreserved ifferent extenders. Arquivo
Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia.)(681116 - 1122.

Olson, P. N., Behrendt, M. D., Amann, R. P., WelBsE., Bowen, R. A, Nett, T. M.,
McGarry, J. D. 1987. Concentrations of carnitine tine seminal fluid of
normospermic, vasectomized and castrated dogs. iéamedJournal of Veterinary
Research. 48. 1211 — 1215.

Pascal, M., Bioiu, A. I. 2012. Freezing of dog’s sperm: a revieRomanian
Biotechnological Letters. 17 (5). 7709 - 7716.

Pasqualotto, F. F., Sobreiro, B. P., Hallak, Jsg@alotto, E. B., Lucon, A. M. 2005.
Sperm concentration and normal sperm morphologyedse and follicle-stimulating
hormone level increases with age. Bju Internati®a(7). 1087-1091.

Pasek, I. 2007. Zbornik abstraktov, Komora vetenith lekarov, Demanovska
dolina, 23. 22 s.

Paulenz, H., Taugbgl, O., Hofmo, P. O., Skaaren1,905. A preliminary study on the
effect of dietary supplementation with cod livel on the polyunsaturated fatty acid
composition of boar semen. Veterinary Research Camications. 19. 273 — 284.
Payan-Carreira, R., Miranda, S., Nizanski, S. 2@t@ficial insemination in dogs. In:
Manafi, M. (ed.). Artificial Insemination in Farmmmals. InTech. Rijeka. 51-78.
Peaia, A., I. Linde-Forsberger, C. 2000a. Effect of repgtozoal concentration and
postthaw dilution rate on survival after thawingdafg spermatozoa. Theriogenology.
54. 703 - 718.

Peia, A. I., Linde-Forsberg, C. 2000b. Effects of Equene- or two- steps dilution,
and two freezing and thawing rates on post-thawigair of dog spermatozoa.
Theriengenology. 53. 859 - 875.

Paia, A. |., Lopez-Lugilde, L., Barrio, M., Becerra,l], Quintella, L. A., Herradon, P.
G. 2003. Studies on the intracellular 2Caconcentration of frozen-thawed do
spermatozoa: influence of Equex from different sear two thawing diluents and
post-thaw incubation in capacitating conditionspfeuction of Domestic Animals.
38. 27 — 35.

Peia, A. |, Lugilde, L. L., Barrio, M., Herradon, B., Quintela, L. A. 2003a. Effects
of equex from different sources on pot thaw suiyilngevity and intracellular C&

a concentrationof dog spermatozoa. Theriogenolbgyl725 — 1739.

47



Pefia, F. J., Saravia, F., Johannisson, A., WalldvenROdriguez Martinez, H. 2005
a. A new and simple method to evaluate early mengbanges in frozen-thawed
boar spermatozoa. International Journal of Andrpl@8. 107 — 114.

Pefia, F. J., Saravia, F., Nufilez — Matrtinez, |.j&Herreros, M., Johannisson, A.,
Wallgren, M., Rodriguez Martinez, H. 2005b. Ideosfions of sperm
morpholometric subpopulations in two different pams of the boar ejaculate and its
relation to post-thaw quality. Journal of Androlo@. 716 — 723.

Peia, F. J, Nunez-Martinez, I., Moran J. M. 2006. Sentechnologies in dog
breeding: An update. Reproduction in Domestic Angdd. 21-29.

Petrunkina, A. M., Gropper, B., Topfer-Petersen, &iinzel-Apel, A. R. 2005.
Volume regulatory function and sperm membrane dyosnas parameters for
evaluating cryoprotective efficiency of a freeziextender. Theriogenology. 63. 1390
- 1406.

Phillips, P. H., Spitzer, R. R. 1946. A SynthetabBlum for the Preservation of Bull
semen. Journal of Dairy Science. 29 (7). 407 — 414.

Pillich, R. T., Scarsella, G., Risuleo, G. 2005.dR&ion of apoptosis through the
mitochondrial pathway by the administration of gtétcarnitine to mouse
fibroblasts in culture. Experimentall Cell Researgd6. 1 — 8.

Prochazka, Z. 1989. Chovip56 s. ISBN: 80-209-0015-2.

Raijmakers, M. T. M., Roelofs, H. M. J., Steegé&sA. P., Steegers-Theunissen, R. P.
M., Mulder, T. P. J., Knapen-Marten, F. C.M., WoNyg, Y., Peters, W. H. M. 2003.
Gluthatione and gluthatione S-transferase Al-1Ritd in seminal plasma may play
a role in protecting against oxidative damage ters@atozoa. Fertility and Sterility.
79. 169 - 172.

Reece, W. O. 1998. Fyziologie domécichaiiPraha. Grada Publishing spol. s r.o.
456 s. ISBN: 80-7169-547-5.

Rijsselaere, T., Van Soom, A. 2010. Technieken kooistmatige inseminatie bij de
hond. Vlaams Diergeneeskundig Tijdschrift 79. 46468.

Rijsselaere, T., Maes, D., Van den Berghe, F., Saom, A. 2011. Preservation and
shipment of chilled and cryopreserved dog semeraaMbk Diergeneeskundig
Tijdschrift. 80. 248 — 253.

48



Rijsselaere, T., Van Soom, A., Maes, D., de Krif2012. Effect of centrifugation on
in vitro survival of fresh diluted canine spermaiaz Theriogenology. 57 (6). 1669 —
1681.

Rijsselaere, T., Van Soom, A., Maes, D., Nizangki,2012. Computer-assisted sperm
analysis in dogs and cats: An update after 10 ydaeproduction in Domestic
Animals. 47. 204 - 207.

Risopatrén, J., Mitoz, M., Sanchez, R., Sepulveda, N. 2012. Cryopvasen of
canine semen with different protein fractions omsw®l fluid. Criopreservacion de
semen canino noc diferentes fracciones proteichfiiddo seminal22. 145 — 153.
Rota, A., Strom, B., Linde-Forsberg, C. 1995. Hffe€ seminal plasma and three
extenders on canine semen stored &. & heriogenology. 44. 885 — 900.

Rota, A., Paa, A. |., Linde-Forsberg, C., Rodriguez-Martinez, £999. In vitro
capatation of fresh, chilled and frozen-thawed dpgrmatozoa assessed by the
chlortetracykline assay and changes in motilitytgrgas. Animal Reproduction
Science. 57. 199 — 215.

Rota, A., Rota, A., Martine, M., Milani, C., Romaiip S. 2005. Evaluation of dog
semen quality after slow (biological freezer) opida(nitrogen vapours) freezing.
Reproduction Nutrion Development. 45. 29 — 37.

Rota, A., Milani, C., Romagnoli, S., Zucchini, R4ollo, A. 2010. Pregnancy and
conception rate after two intravaginal inseminaianth dog semen frozen either with
5% glycerol or 5% ethylene glycol. Animal ReprodantScience. 118. 94 — 97.
Salamon, L., Cremonesi, F., Groppetti, D. and BedD07. A Results of a Single
Transcervical Endoscopic Insemination Using Froz8emen in the Bitch.
29 (2). 187 — 189.

Seager, S. W. J. 1969. Successful pregnanciesingilirozen dog semen. A.l. Digest.
17. 6 — 16.

Seager, S. W. J. 1976. Freezing and transportatiastog semen. VIII Int. Congr.
Anim. Reprod., Krakow. 1251 - 1252.

Seager, S. W. J., Platz, C. C., Fletcher, W. S51@bncenption rates and related data
using frozen dog semen. Journal of ReproductionFamtlity. 45. 189 — 192.

Schafer, S., Holzmann, A., Arbiter, K. 1997. Thdluence of frequent semen
collection on the semen quality of beagle-dogs.tBehe tierarztliche wochenschrift.
104 (1). 26 — 29.

49



Schafer-Somi, S., Kluger, S., Knapp, E., Klein, Burich, C. 2006. Effects of semen
extender and semen processing on motility and mamebintegrity of frozen-thawed
dog spermatozoa. Theriogenology. 66. 173-182.

Sieme, H. 2011. Semen Extenders for Frozen SemmerMdKinnon, A. O. (ed.).
Equine Reproduction. Volume 2. 2nd ed. Wiley-BlaeckWUSA. 2964 - 2971. ISBN:
9780813819716.

Silva, L. D. M., Verstegen, J. P. 1995. Comparidosisveen three differents extenders
for canine intrauterine insemination with frozemstred spermatozoa. Theriogenology.
44.571 - 579.

Silva, A. R., De Cassia Soares Cardoso, R., Udho&., Machado, D. A,, Silva, L.
D. 2002. Effect of tris-buffer, egg yolk and glyokron canine semen freezing.
Veterinary Journals. 164 (3). 244 - 246.

Smole, I, Thomann, A., Frey, J., Perreten, V. 2(R&pression of common bull sperm
flora and in vitro impairment of sperm motility WitPseudomonas aeruginosa
introduced by contaminated lubricant. Reproduciioridomestic Animals. 45. 737-
742.

Soares, J. M., Rossi, C. A. R., Mezzalira, A. Cecivh 2002. Etileno glycol na
criopreservacdo de semen canino [[nl]] Ethylenecallyon canine semen
cryopreservation. Ciencia Rural. 32. 649 — 655.

Songsasen, N., Yu, I., Murton, S., Paccamonti, DEIlts, B. E., Godke, R. A., Leibo,
S. P. 2002. Osmotic sensitivity of canine spern@doZryobiology. 44 (1). 79 - 90.
Squires, E. L. 2007. The role of omega-3 and -@yfacids in regulation of
reproductive function in horses. The joint ADSA PSMPA ASAS Meeting
Symposia, San Antonio, Texas, USA, July 8-12, 20@drnal of Animal Science. 85.
492.

Strom, B., Rota, A., Linde-Forsberg, C. 1997. Inrovzicharacteristics of canine
spermatozoa subjected to two methods of cryopraseny Theriogenology. 48. 247 —
256.

Strom Holst, B., Larsson, B., Linde-Forsberg, CqdRguez-Martinez, H. 2000.
Evaluation of chilled and frozen-thawed canine s@0zoa using a zona pellucida
binding assay. Journal of Reproduction and Fertilil9. 201 — 206.

50



Strzezek, R., Koziorowska-Gilun, M., Stawisgka, M. 2012. Cryopreservation of
canine semen: the ffect of two extender variantstlom quality and antioxidant
properties of spermatozoa. Polish Journal of Vieteyi Sciences. 15. 721 — 726.
Strzezek, R., Polakiewicz, P., Kordan, W. 2015. &ffect of two packaging systems
on the post-thaw characteristics of canine sperwiist? Journal of Veterinary
Sciences. 18 (2). 249 — 253.

Suhee, K., Yongcheol, L., Honghyun, Y., Young-JKin2012. Rapid freezing without
cooling equilibration in canine sperm. Animal Reguwiotion Science. 130. 111 — 118.
Stoura&, M., Labrousse, M. J. 2007 ¢éMeckéa doga. Milan Stoura239 s. ISBN: 978-
80-239-8917-5.

Vannucchi, C. F., Santos, S. E. C., Visintin, J.1899. In vitro viability of canine
spermatozoa frozen in tris-fructose-citric acideexter with ethylene glycol. Brazilian
Journal of Veterinary Research and Animal ScieB6e205 — 211.

Verstegen, J. P., Onclin, K., Iguer-Ouada, M. 200&ng term motility and fertility
conservation of chilled canine semen using egg wditted Tris-glucose extender: In
vitro and in vivo studies. Theriogenology. 64. 722033.

Wall, R. J., Foote, R. H. 1999. Fertility of Bulp&m Frozen and Stored in Clarified
Egg Yolk-Tris-Glycerol Extender. Journal of Dairgi@nce. 82 (4). 817 — 821.
Watson, P. F. 1981: THE ROLES OF LIPID AND PROTHNNTHE PROTECTION
OF RAM SPERMATOZOA AT 5-DEGREES-C BY EGG-YOLK LIPG®TEIN.
Journal of Reproduction and Fertility. 62. 483 249

Webel, S. K., Spencer, J. D., Gaines, A. M. 2007 Tole of dietary omega-3 and
omega-6 fatty acids in swine reproduction. The JAADSA PSA AMPA ASAS
Meeting Symposia, San Antonio, Texas, USA, July28dburnal of Animal Science.
85. 497 - 401.

Yu, I., Songsasen, N., Godke, R. A., Leibo, S. Q02 Differences among dogs in
response of their spermatozoa to cryopreservasargwarious cooling and warming
rates. Cryobiology. 44. 62 - 78.

Yu, Il-Jeoung. 2014. Canine sperm cryopreservatisimg glucose in glycerol-free
TRIS. CRYOLETTERS. 35 (2). 101 — 107.

Zboril, R. 24. 3. 2016. ,pisemné &dni*.

51



e Zindl, C., Asa, C. S., Glnzel-Apel, A. R. 2006.llreince of cooling rates and addition
of Equex pasta on colled and frozen-thawed semeeioéric gray (Canis lupus) and
Mexican gray wolves (C. |. bailey). Theriogenolog$. (6 - 7). 1797 — 1802.

52



