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VIiv vybranych druhi redidel a plemenné prislusnosti
na funk¢ni vlastnosti kryokonzervovanych psich
spermii

The influence of chosen extenders and breed on
functional characteristics of cryopreserved dog’s
sperms

Souhrn

Cilem prace bylo ovéfit na souboru hluboce mrazenych inseminacnich davek pst
hypotézu, ze funkéni vlastnosti spermie po rozmrazeni zavisi na typu pouzitého fedidla
a plemenné pfislusnosti psa. Pfi vyrobé inseminacnich davek (ID) bylo pouzito
komeréné vyrabéné tedidlo CaniPlus Freeze (Minitiibe, Némecko) a norské fedidlo
podle Martins — Bessa et al. (2006), a to bud s centrifugovanym, nebo
necentrifugovanym vajeénym zloutkem. Ejakulat byl odebran digitalni manipulaci od
12 pst plemen sibifsky husky a némecky ov¢ak. Psi byli odebrani jednou, nebo dvakrat
v rozmezi 24 hodin. Celkem bylo zkoumano 240 ID. Ejakulat byl uchovavan v tekutém
dusiku pfi -196 °C a rozmrazovan byl po dobu 1 minuty ve 37 °C. Jako funk¢ni
vlastnost spermii byla vybrana viabilita. Vzorky byly inkubovany s fluorescenénimi
barvivy CFDA a PI po 10 minut ve 37 °C, k hodnoceni byl pouzit fluorescenéni
mikroskop a hodnotilo se 200 spermii v kazdém vzorku. Mezi pouzitymi druhy fedidel
(CaniPlus Freeze a norské fedidlo) byl zjiStén statisticky vyznamny rozdil ve viabilité
spermii témét ve vSech ptipadech, tj. pokud byl hodnocen vliv pofadi odbéru, ¢asu
inkubace, €i plemene psa. Meziplemenny rozdil v pouZitych fedidlech byl patrny pouze
u fedidla CaniPlus Freeze s necentrifugovanym Zzloutkem, kdy vyssi viability spermii
VvV obou ¢asech inkubace dosdhlo plemeno husky (TO 43,8 % a T30 36,0 %; P < 0,05).
Viabilita se mezi odbéry vyznamné¢ liSila také pouze pii pouziti fedidla CaniPlus Freeze
s necentrifugovanym Zloutkem, pfic¢emz Vv €ase inkubace TO bylo prikazné vice Zivych
spermii v prvnim odbéru (41,2 %; P < 0,05) v porovnani s druhym. Pfi porovnani
plemen v zavislosti na pofadi odbéru (bez rozdilu fedidel), mélo potadi odbéru
vyznamny vliv (P < 0,05) na viabilitu spermii pouze u némeckych ov¢akl. Zavérem lze
konstatovat, ze tato prace pomohla osvétlit reakce spermii riiznych plemen psl na riizna
fedidla v prib&hu kryokoznervace ejakulatu.

Klicova slova: pes, reprodukce, spermie, kryokonzervace, Zivé/mrtvé spermie



Summary

The aim of this thesis was to verify on the file of deep frozen dog semen hypothesis that
the functional properties of the sperm after thawing depends on the type of extender and
breed. For producing ID has been used commercially produced extender CaniPlus
Freeze (Minitiibe, Germany) and the Norwegian extender by Martins — Bessa et al.
(2006), either with centrifuging and non centrifuging egg yolk. Semen was collected by
digital manipulation of 12 dogs of two breeds — Siberian Husky and German Shepherd.
Dogs were collected once or twice in the range of 24 hours. A total of 240 ID were
examined. Ejaculate was stored in liquid nitrogen at -196 °C and was thawed for
1 minute at 37 °C. As a functional feature has been selected sperm viability. Samples
were incubated with fluorescent stains CFDA and PI for 10 minutes at 37 °C, to
evaluate was used fluorescence microscope and assessed 200 sperm in each sample.
Statistically significant difference in viability of sperm was observed between two
extenders (CaniPlus Freeze and The Norwegian) in almost all cases, in the effect of an
order of collection, incubation times, or breed of dog. Difference between two breeds
was evident only in CaniPlus Freeze with non centrifuging egg yolk, where a higher
sperm viability in both incubation times achieved Siberian Husky (TO 43,8 % a T30
36,0 %; P < 0,05). Viability was also significantly differed between two collections only
in CaniPlus Freeze with non centrifuging eff yolk, while the incubation time TO was
significantly more live sperm in a first collection (41,2 %; P < 0,05) compared to the
second. When comparing breeds depending on the order of collection (irrespective of
extenders) had the order of collection a significant effect (P < 0,05) on sperm viability
only in German Shepherds. We can conclude that this work has helped to clarify the
response of sperm of defferent breeds of dogs in various extenders during
cryopreservation of ejaculate.

Summary

Key words: dog, reproduction, spermatozoa, cryopreservation, live/dead

spermatozoa



3

UVOU c.evvrereeeeeeeseeesesssss s s ssssss s s sesesssesesssessssssssssssssssssssnsnsssssnsnsnsnsases 1

051 L 1) T Ut 2
LiterArni reSerSe.. .. uuuuuuennnennnnnnnnnnnninnnnnnennenseseasssssssssssssssssssssssssssssssssssss 3

3.1 Samci reprodukni SOUSTAVA ........uevevuiieriieeeieeciieeee e 3
3.1.1 Ontogeneze reprodukeni SOUSLAVY .....ccvereerieeriirienieiienienieeieeeeee e 3
3.1.2 Varlata, nadvarlata, SOUTEK .........coovvrvireiiiiiiiiiiiiiieeee e 4
3.1.3 Chamovod, ptidatné pohlavni ZI4zZy ..........cccoeveriiiniiiiiieeeeeeeen 5
3.1.4  Pyj, pTedKOZKA ....eooveiiiiieieeeeeee et 6
3.1.5  SPEIMAIOJENEZE.....ccceiiiiieeeiee ettt et e s sre e st e e s bee e s bae e sbeeesabeeenaree s 7
3.1.6  ANALOMIE SPEITNIE...c..iitiriiieieiieiietete ettt sttt 9
3.1.7  FYZIOlOQIE SPEIMIE w.uvieieeeeeeeeeete ettt et e ae s 10
3.2 Neurohumoralni fizeni reprodukce..........cocevviviiiiiniininniniiice 11
3.3 Reprodukeni ChOVANT ......cccviiiiiiiienieceeee e 13
3.3.1 Kopulace, eJaKUIACE ........cc.eveeiieieeeecieeecee e 14
34 Umela inseminace (UD)....c.eeoueeeeiieiiriesieeieceese et 15
3.5 OdbET €JaKUIALU.....eeeieieieieeeeeee e 16
351 Vybaveni.....ccociiiiiiiiiiiiiciccec s 17
3.5.2  PEIPIAVA..ciitiiiiieiiesie ettt sttt st s reenaneen 17
3.5.3  Digitalni manipulace.........cceceeieniiiiiniiniiiicc e 18
3.5.4 Alternativni metody odbéru ejakulatu .........ccoovriiniininiiniiiicicee, 19
3.6 EJAKUIAL ..ot 20
3.6.1 SloZeni eJakulat ......c.coeiviiiiiiiiiiiiiiiic 21
3.6.2 Hodnoceni €JakulAtl......cccueeueeriiiiienieeiee sttt s 21
3.7 Uchovavani eJakuldtu ........ccceviiiiiiiiniiiiiiicccce e 28

3.7.1

CRIAZENI ettt e e e e e e e e et reeeeseeeseeeeeaaaeseaaeees 28



3.7.2 KIYOKONZEIVACE.......cvieeieiieieeeeeete ettt 29

Material a Metody ........cuuuuuuuunnninnnniiiii 34
4.1 ZIVITALA.c..eeeeeee ettt e eane s 34
4.2 OUADET ..ttt sttt s b et sttt st sbeere s 34
4.3 REAIALA . vvevv ittt 35
4.4 IMITAZENT .ttt 36
4.5 Hodnoceni VIability ....c.ceevcvieiriiieiniieeniie ettt 36
4.6 STALISTIKE ...t 37

VYSICAKY .cuuuuniiiniiniiiiiiiiiiiiit s 38
5.1 Vztah mezi plemenem a pofadim odberu........ccceeveevveiiriinieniniineeeee, 38
5.2 Vztah mezi plemenem a Casem inKubace ........ccccevvveeriieiniieiniieeniee e 39
5.3 Vztah mezi pofadim odbéru a ¢asem inkubace ........cccceeevevveiriieincieeennenn, 40
54 Srovnani riznych druhii fedidel v zavislosti na ¢asu inkubace.................. 41
5.5 Srovnani rtiznych druhil fedidel v zavislosti na pofadi odbéru.................. 41
5.6 Srovnani riznych druhti fedidel v zavislosti na plemenné ptislusnosti .... 43

DI R 46

2 N 52

SEZNAM HTEFALUINY .eueeereiiiiiiiciirnnreeeiieisiesssssnnneesssssssssssssnnssesssssssssssssnnnsassns 53

PHILONY ccvvcveveeeeaesstesssssssssss s ses s sssssessessssassassssssssessassassasssssessassases 65



1 Uvod

Rizné psi dovednostni soutéze, vystavy a rozmanité psi sporty jsou ¢im dal vice
popularni nejen ve svéte, ale i u nés. To vytvaii tlak na chovatele, aby do reprodukce
zapojili jen své nejlepsi svétfence. Stejné tak velka variabilita psich plemen tla¢i na
majitele, aby jesté vice zlepsili vlastnosti svych pst, proto jsou veterinarni 1ékaii ¢asto
dotazovani, aby provedli pied reprodukéni vySetfeni ejakulatu. Roste poptavka po
mrazeném a chlazeném ejakulatu a rizni autofi se tim padem zabyvaji vypracovanim
kritérii standardniho ejakulatu, ktera ale doposud neexistuji.

Schopnost zv&Cnit, a predat tak dal kvalitni psi geny, ale vyZaduje dobré
reprodukéni vlastnosti jedincti obou pohlavi. Nezbytna je znalost fyziologie nejen celé
reprodukéni soustavy, ale 1 samotnych spermii, které jsou velmi vnimavé ke zménadm
prostfedi. Viabilita spermii po odebrani zavisi na mnoha faktorech jako je technika a
interval mezi odbéry, pouzitd fedidla, koncentrace spermii, technika a rychlost
zmrazovani a nasledného rozmrazovani, manipulace s ejakulatem a v neposledni tadé
individualita jedinct, tzn. vék, plemenna ptislusnost, psychicky a zdravotni stav.

Nové poznatky ve vyzkumu kryokonzervace spermii pomohou piekonat bariéru
geografické vzdalenosti a do budoucna se stane béznym standardem zasilat insemina¢ni
davky napfi¢ celym svétem. Odpadnou tak problémy s pfevozem zvifat, karanténou,
stresem z nového prostiedi, nemluvé o strance financni. Na vyvoji novych fedidel a

postuptl kryokonzervace se neustéale pracuje, protoze stale je co zlepSovat.



2 Cile prace

Cilem prace je ovéfit na souboru hluboce mrazenych inseminacnich davek psi
hypotézu, ze funkéni vlastnosti spermie po rozmrazeni zavisi na typu pouzitého fedidla

a plemenné¢ ptislusnosti psa.



3 Literarni reSerse

3.1  Samdi reprodukéni soustava

Anatomie reproduk¢ni soustavy zde bude predstavena jen struéné, protoze prace
se zabyva predevsim funk¢nimi vlastnostmi spermii.

Reprodukéni soustava samcit mé tfi hlavni ukoly: produkci pohlavnich bunék,
jejich dozravani a transport, a nakonec deponaci do pohlavni soustavy samice. Déle zde
dochdzi k produkci hormont spojenych s reprodukci. K reprodukénim orgdniim patii

varlata, nadvarlata, chdmovod, penis a prostata (Obr. 1; Cerveny, 1999).
3.1.1  Ontogeneze reprodukéni soustavy

V prenatalnim a postnatalnim obdobi ma na vyvoj sexuality jedince vliv
| prostiedi a vnitini faktory (Kliment et al., 1989).

Pohlavi je primarné determinovano geneticky. Béhem fetdlniho vyvoje migruji
zarodeéné buiky ze Zloutkového vaku do pohlavniho hrbolu v oblasti ledvin, kde se
diferencuji bud’ ve vaje¢niky, nebo varlata, v zavislosti na pfitomnosti genu X a'Y
(Parkinson, 2001).

Vyvodné pohlavni cesty se formuji ve 2.—3. mésici fetdlniho vyvoje a zevni
pohlavni organy ve 4.—7. mésici (Hafez et Hafez, 2000). Hypothalamus se zacina
diferencovat ve 4.—7. mésici gravidity, funkéné se potom vyviji az do puberty (Rand
etal., 2013).

V embryonalnim vyvoji se zakladaji prvopohlavni buniky a podptirné bunky
(Holst, 2000). Za vyvoj varlat jsou zodpovédné Sertoliho podpurné bunky, které
produkuji také faktor inhibujici vyvoj Miillerovych vyvodi, ze kterych vznikaji samici
pohlavni organy (Parkinson, 2001). Leydigovy bunky, tvofici intersticialni tkan,
produkuji testosteron stimulujici sestup varlat, vyvoj Wolfovych vyvoda a jejich
pfeformovani do vyvodnych cest reprodukéniho Ustroji. K vétsi diferenciaci bunék
semenotvornych kanalkd dochazi az v prepubertalnim obdobi (Holst, 2000).

V kaudaélni ¢asti varlat se vyviji kormidlo varlete, které ma na svédomi sestup
varlat poSevnim kanalem do Sourku. Postupem vyvoje roste a prodluzuje se, az dosdhne

tiiselného kanalu a Sourku (Parkinson, 2001). Intraabdominalni oddil je pfitahovan



k extraabdominalnimu skrz tfiselny kanal a varlata pfitom postupuji s nim. Pfi narozeni
mohou byt varlata blizko u tfiselného kanélu nebo tésn€ za nim. 3.—4. den po narozeni
zacina sestup tfiselnym kandlem a je dokoncen 35.-50. den zivota. Do dvou tydnl by
méla byt varlata sestoupla UpIn€ a od Sesti tydnti pln¢ nahmatatelna. Po sestupu se
z gubernacula stava pouze ligament. Vzdalenost, kterou musi varlata urazit, je vzhledem
k velikosti Sténat mala (Holst, 2000), proto néktera sténata se mohou narodit s jiz
sestouplymi varlaty, ale produkce testosteronu zac¢ina az od 12 tydnu véku (Dunbar,
1979).

Penis se formuje z pohlavniho hrbolu. Pfi narozeni je penis po celé délce spojen
s ptredkozkou a je vyplnén cévami, zasobujicimi erektilni tkan krvi. V predpubertalnim
obdobi se spojeni uvoliiuje a cévy se uzaviraji. Jako posledni ze spojeni zaniké uzdicka,
kterd je ale velmi dulezitd, protoze v ni Casto vedou velké cévy, avSak Casto miize
perzistovat do dospélosti (Parkinson, 2001).

NaruSeni nékterého procesu vyvoje mize zpusobit rizné zavazné poruchy
sexuality, které se naneStésti projevuji az postpubertdlné, proto je tézké odhalit jejich
pfi¢iny. Cim dfive k naruseni dojde, tim byva porucha zavazn&jsi (Feldman et Nelson,
2007).

3.1.2  Varlata, nadvarlata, Sourek

Varlata, spole¢né s nadvarlaty, jsou ulozena v Sourku a jejich ukolem je
produkovat a schrafiovat vyvinuté spermie a produkce samcich pohlavnich hormoni.
Jsou parova a ze stran maji zplostély tvar (Obr. 2). Jejich velikost zalezi na plemeni psa.
Primérna velikost u stfedné velkého psa do 15 kg je 3,0 x 2,0 x 1,5 (Woodall and
Johnstone, 1988). Na kaudalnim konci je ptilozeno nadvarle (Kliment et al., 1989).
Parenchym tvoii semenotvorné kanalky a intersticialni Leydigovy bunky.

Obal varlat tvofi poSevni utrobni list a tunica albuginea, ktera je bohaté
prokrvena aze které vybihaji vazivové piepazky do stiedu, kde se spojuji v ploché
madiastinum. Vlivem téchto piepazek vznikaji pyramidové komurky, tvofené
semenotvornymi kanalky. Tyto kanalky se spojuji v ptimé kanalky, dale pak ve varletni
sit, kterd vyusti ve vyvodné cesty varlete. Prostor mezi kandlky je vyplnén fidkym

vazivem (Parkinson, 2001).



Semenotvorné kandlky zacinaji slepé na bazalni membrané. Jejich pramér je
100-300 pm, jsou siln¢ zvinéné a anastomozuji mezi sebou. Vystelku tvori
spermatogenni epitel (spermatogenni a podpturné Sertoliho bunky). Bazalni membrana
je obklopena fibroblasty a myoidnimi bunikami. Krev do semenotvornych kanalka
nepronika, takze jsou vyzivovany difuzné (Kliment et al., 1989).

Sertoliho bunky, tzv. podpurné, jsou nepravidelné, cylindrické a maji velké jadro
ulozené blizko bazalni membrany. Dalsi soucasti varlat jsou spermatogenni bunky, coz
jsou rtzna vyvojova stadia spermii. Piesun jesté nepohyblivych spermii zajistuji bunky
s kinociliemi. Metabolity, které vznikaji pti pfeméné spermatid ve spermie, absorbuji
bunky s mikroklky. Vyzivu spermii zajist'uji sekreéni bunky (Kliment et al., 1989).

Nadvarlata jsou tvofena hlavou a ocasem, které jsou pevné spojeny s varletem,
a télem, které je pfipojeno volné. Ocas nadvarlete je orientovan dorzokaudalné a slouzi
jako rezervoar spermii. V nadvarleti spermie dozravaji a ziskavaji schopnost pohybu.
Epitelialni buniky ocasu nadvarlete vymésuji do lumen sekret, ktery vyzivuje spermie
a zabranuje jim v motilité, aby si nevycerpaly energetickou zasobu. Zaroven k tomu
pfispiva 1 nizsi teplota a obsah kysliku a vyssi hladina oxidu uhli¢itého. Oplozovaci
schopnost si spermie takto udrzi 2-3 tydny. Epitelialni bunky maji také resorpéni
schopnost, funguji tedy i jako spermiofagové (Hafez et Hafez, 2000).

Sourek (scrotum), ve kterém jsou uloZena varlata, je u psa posunut kaudalngji,
ato az do oblasti hraze. Jednd se o vychlipeninu biidni stény a je pokryt tenkou kizi
S potnimi a mazovymi zZlazami. V medidlni roviné se z ngj tvoti svalova piepazka, ktera
je citliva na teplo. Ma schopnost smrs§téni a ochabnuti a ucastni se tak termoregulace.
Na lateralni strané se K podkozi upina zdviha¢ varlete, ktery zveda varle dorzalné

(Parkinson, 2001).
3.1.3 Chamovod, pridatné pohlavni Zlazy

Na ocas nadvarlete se napojuje chamovod (ductus deferens), ktery vede spermie
z nadvarlate do mocové trubice. Podél medialniho okraje varlete vstupuje do posevniho
kanalu, kde se pfipojuje k semennému provazci. Semenny provazec, ktery zacina
u hlavy nadvarlete, tvofi chdmovod, varletni tepna a zila, mizni cévy a nervy. Je obalen
fidkym vazivem a hladkou svalovinou, kterd je na povrchu kryta ser6zou. V bfisni

dutiné cévy a nervy pokrac¢uji dorzalné, zatimco chamovod kaudalné (Parkinson, 2001).



Chamovod dale vstupuje do dutiny panevni, dorzaln¢ kopiruje mocovy méchyi
a nasledné se staci kaudaln¢€ pod prostatou, smérem kK mocové trubici (Kliment et al.,
1989). Ampule chamovodu jsou vytvoiené, ale nejsou vyznamné (Parkinson, 2001).
Tvofi je ztlustéla sliznice chamovodu se siti tubuldznich zlaz (Kliment et al., 1989).

Jedinou piidatnou pohlavni zlazou psa je predstojna Zlaza (prostata). Tato
zlaza je neparova, pomérné velkd a lezi na krcku mocové trubice. Skldda se ze
sekrecnich tubulti a intersticialniho vaziva a jeji vyvody usti do mocové trubice
(Feldman et Nelson, 2007). Prostata je snadno nahmatatelna pii rektalnim vySetieni
(Hafez et Hafez, 2000).

3.14  Pyj, predkozka

Pyj (penis), slouzi k deponaci spermii do pohlavniho ustroji samice. Dosahuje
velikosti 5-15 cm, v zavislosti na velikosti psa (Feldman et Nelson, 2007). Sklada se
Z kofene — pevna Cast; a téla — volna cast. Dvéma rameny topofivych téles je piipojen
k sedaci kosti.

Je tvofen pievazné kavernozni tkani, ktera se pii erekci naplni krvi
ze spiralovitych tepen (vétve hluboké tepny pyje). Tyto tepny se vyznacuji
polstatkovitym rozsifenim, diky némuz jsou schopny regulovat pfivod krve do penisu
(Kliment et al., 1989). Dale je soucasti penisu spongidzni tkan, cévy, nervy, mocova
trubice a pyjova kost (Obr. 3; Feldman et Nelson, 2007). Spongiozni tkan obklopuje
mocovou trubici a vypliuje zalud (glans penis). Pti erekci je naplnéna zilnou krvi.
Zalud a penis jsou navzajem oddéleny nevyraznym krékem (Kliment et al., 1989).

U kofene penisu se nachazi utvar nazyvany bulbus glandis a diky jeho zvétseni
muze dojit ktzv. svazdni mezi fenou a psem. Samotny kofen je obklopen
tzv. napfimovacem pyje. Na ventralni strané téla pyje odstupuje jeho antagonista,
zatahovac pyje, ktery se upina na ocasni obratle a po ejakulaci zatahuje ochably penis
do predkozky (Holst, 2000).

PodéIn¢ orientované hladké svaly v penisu jsou spojeny skaverndzni tkani
a za normalnich okolnosti jsou kontrahovany, avSak béhem erekce napéti v téchto
svalech opadd, coZ ma za nasledek vysunuti penisu z predkozky. Zaroven zvyseni napé&ti
v cévach zapfiCini prodlouzeni a zvétSeni objemu penisu psa. Zasobeni krvi je

zajisténou vnitini a zevni stydkou tepnou a odvod zajistuji stejnojmenné zily. Vazivovy



obal penisu vysila do kavernézni tkané tramce, které tvoii prepazky a dutiny (Kliment
etal., 1989).

U psovitych Selem je vytvofena penisova kost (0s penis), ktera je situovana
dorzalné¢ od mocové trubice a umoziuje prunik neerektovaného penisu do pochvy
samice. Penisova kost zabranuje uzavieni mocové trubice béhem erekce a nasledné
rotace penisu pii kopulaci (Kutzler, 2005).

Piredkozka (preputium) je kozni kryt, v némz je uloZzena volna ¢ast pyje. Vné&jsi
list je ochlupeny a u ptfedkozkového otvoru se vchlipuje dovnit, kde ptechazi ve vnitini
list, ktery ma povahu sliznice. Dale postupné piechazi v pyjovy list a v pyj (Hafez
et Hafez, 2000).

3.1.5 Spermatogeneze

Spermatogeneze je proces tvorby samcich pohlavnich bunék — spermii. U psa
trva 62 dni, zaCina v pubertalnim obdobi a za normalnich okolnosti probihd kontinualné
cely zivot. Muze byt ovlivnéna vyzivou, zdravotnim a psychickym stavem,
klimatickymi podminkami a pohlavnim vyuzitim samce (Holst, 2000). S postupujicim
vékem spermatogeneze klesa a nedochazi k Gplnému dozravani spermii, semenotvorné
kanalky degraduji a mnozi se intersticialni vazivo (Berndtson, 2014).

Proces tvorby spermii probiha ve 4 cyklech (mnoZeni, rlst, meidza,
metamorfoza), kdy kazdy novy cyklus je o % opozdén za ptedchozim, takze tvorba je
kontinualni (Kliment et al, 1989). Cyklus =zac¢ina matefskymi bunkami
spermatogoniemi, které jsou ulozeny pfi bazalni membrané semenotvornych kanalk,
maji sféricky tvar, kulaté jadro a obsahuji velké mnozstvi chromatinu, coz znaci
vysokou mitotickou aktivitu (Hafez et Hafez, 2000). V dalsi generaci se pouze z jedné
spermatogonie stava spermatogonie typu A, coz je buiika nejméné diferencované
aslouzi jako prekurzor pro tvorbu dalSich bun¢k (Berndtson, 2014). Nasledujicim
mitotickym délenim se jedna spermatogonie A diferencuje Vv intermedialni
spermatogonii, ktera se dale d€li na spermatogonii typu B. Z téch nasledné vznikaji
spermatocyty |I. fadu. Jsou kulovité, maji velké jadro a obsahuji velké mnozstvi
rezervnich latek v cytoplazmé, pottebnych pro stadium rastu (Kliment et al., 1989).

I. meiotické déleni se vyznacuje dlouhou profazi, ktera se skldda z leptotenniho,

zygotenniho, pachytenniho (dochazi ke crossing overu), diplotenniho stadia, z diakineze



a prometafaze. V pachytenni fazi jsou spermatogonie velmi citlivé ke Skodlivym
vliviim, jako je nevhodnd teplota nebo neadekvatni hladina gonadotropnich hormoni.
Dale nasleduje metafaze a anafaze. Buniky se v jejich prab¢hu posouvaji dale do lumen
semenotvorného kanalku, kde vznikaji spermatocyty II. fadu, které jsou jiz haploidni.
I. meiotické déleni nasleduje hned po anafazi, aniz by se jadra obou bunck stacila
obnovit. Pti II. meiotickém déleni se od sebe chromatidy odd¢€li a vznikaji spermatidy,
teprve poté probéhne telofaze. Spermatidy jsou kulové burky s kulatym jadrem
a na konci meidzy jsou ulozeny u lumen semenotvorného kanalku (Parkinson, 2001).
Dochéazi v nich k vyznamné syntéze RNA a kondenzaci chromatinu (Berndtson, 2014).
Postupné se zanofuji do cytoplazmatické membrany podptrnych Sertoliho bungk,
kde podstupuji metamorfozu, tedy zmény ve fyziologii a morfologii. Tyto zmény
muzeme rozdélit na Golgiho stadium, stadium akrozomu, stadium kaudalni manzety
a stadium zrani. Bunka postupné ziskava podlouhly tvar. V Golgiho stadiu se z Golgiho
aparatu tvori vacek jako zaklad akrozomu, V dal§im stadiu (akrozomalnim) se vacek
zvétsuje a piiklada se apikdlné na jadro. Z mikrofilament se tvofi zéklad biciku.
Mitochondrie se piesouvaji do stfedni ¢asti spermie. V dalsi fazi prechodné vznika
kaudalni manzeta z postnuklearni cytoplazmy a po vytvoteni bi¢iku zanika. Jeji pfesna
funkce neni znama. V zadni C¢asti spermie se kolem osového vldkna hromadi
cytoplazma, a podili se tak na tvorbé kréku. Jeji dalsi ¢ast pak vytvaii cytoplazmatickou
kapku, o kterou spermie pfichazi v nadvarleti. Cast cytoplazmy je pohlcena Sertoliho
bunkami a zbytek je vylouen s cytoplazmatickou kapkou do lumen semenotvornych
kanalkt. Sertoliho bunky jednak zajistuji vyzivu, jednak fagocytuji produkty rozpadu
spermatogennich buné¢k (Parkinson, 2001).

Ze Sertoliho bun¢k se do lumen semenotvorného kanélku vynofuji nepohyblivé
spermie, jejichz ¢ast odchazi s moci. Spermie jsou V nadvarleti ¢aste¢né motilni,
ale k aplnému ziskani schopnosti pohybu dojde az po kontaktu se semennou plazmou
béhem ejakulace (Parkinson, 2001). Vlivem sekretu nadvarlete dojde ke zménam
na plazmatické membrané, ato piidanim glykoproteinli, nebo jejich modifikaci.
To pomaha udrzet akrozom stabilni béhem prichodu sami¢im pohlavnim traktem.
Snizuje to také imunigenicitu spermii a zvySuje schopnost navazat se na zonu pellucidu
(Parkinson, 2001). Protoplazmaticka kapka migruje distalné na konec stfedni casti

biciku, aZ je posléze v ocasu nadvarlete odvrzena (Kliment et al., 1989).



Spermie stravi v nadvarleti asi 15 dni. Rychlost prichodu hlavou a télem
nadvarlete je stald, avSak pokud se zvysi frekvence ejakulace, prichod ocasem
nadvarlete se zkrati a dojde k produkci nedozralych spermii (Parkinson, 2001).

Varlata obsahuji zaroven i urcity pocet nediferencovanych spermatogonii typu
Ay, které jsou mitoticky aktivni a v pfipadé potieby nahrazuji spermatogonie A;

(Clermont, 1962).
3.1.6  Anatomie spermie

Velikost a morfologie spermii je druhoveé rozdilna.

Spermii lze rozdélit na tfi Casti — hlavicku, stfedni ¢ast a bicik. Cela spermie je
kryta cytoplazmatickou membranou, ktera je citlivd na osmoticky tlak a snadno se
poskodi. Membréna ma rozdilné vlastnosti na hlavi¢ce a na biciku. Je sloZena z fady
fosfolipidd, jako jsou fosfatidylcholin, fosfatidyletanolamin, sfingomyelin, atanolamin —
plazmalogen, fosfatidylserin, cholin — plazmalogen, fosfatidylinositol a kardiolipin.
Obsah téchto latek urcuje citlivost k chladovému Soku. Hlavni nasycenou kyselinou je
kyselina palmitova. Glykolipidy slouzi jako receptory. Z aminokyselin se nejvice
vyskytuje arginin, cystin a histidin (Kliment et al., 1989).

Hlavicka je ovalna, ze stran zplostéla. Z velké casti ji vypliuje jadro.
Na jadernou membranu na apikalnim konci naseda vnitini membrana akrozomu, vnéjsi
piiléha k cytoplazmatické membrané (Kliment et al., 1989). V akr6zému je obsazeno
mnoho polysacharidi a enzymu slouzicich k priniku spermie do vajicka. Hlavnimi
dvéma jsou akrozin a hyaluronidasa. Jadro je vyplnéno nukleoplazmou a obsahuje
polovinu genetické informace samce. Chromozomy se zde nachazeji ve formé
chromatinu (Parkinson, 2001). V ekvatorialni rovin¢ hlavicky splyvd membrana
akrozomu s jadernou membranou Vv nuklearni prstenec. Zbytek jadra pokryva
postakrozomova cepicka kaliskovitého tvaru, ktera se sklada ze soustavy mikrotubuld
ana bazalni ¢asti hlavicky splyva s cytoplazmatickou a jadernou membranou (Hafez
et Hafez, 2000).

Bicik je spojen s hlavickou pies hlavici bi¢iku, kterd se vnotfuje do implantacni
jamky hlavicky a vytvari se invaginace do jadrové membrany. Tento Usek se nazyva

kréek nebo centriolovy oddil a je tvofen proximalnim centriolem. Dale pokracuje



spojovaci ¢ast bi¢iku, na jejimz konci se nachazi distalni centriol vytvarejici tzv.
prstenec (Parkinson, 2001).

Na biciku (Obr. 5) mizeme popsat spojovaci, hlavni a koncovou ¢ast. Celym
bi¢ikem prochazi osové vlakno (axolema; Kliment et al., 1989). Uvniti axolemy se
nachazi dvojice mikrotubulii, které jsou obklopeny deviti pary filament (jeden
mikrotubulus a druhy vlaknity filament), tzv. dublet. Osové vlakno je kryto hladkymi
provazci, jez jsou tvofeny deviti silnymi vlakny a v proximalni ¢asti jsou
segmentovany. Spojovaci ¢ast bi¢iku ma nejvétsi pramér, protoze se zde do souvislé
spirdly soustfed’'uji mitochondrie, aby vytvofily kolem osového vldkna pochvu.
Mitochondrie zajist'uji energii ve formé ATP potiebnou pro pohyb spermie. V hlavni
¢asti biciku se postupné vytraceji hladka vlakna. Cely povrch je kryt fibrozni pochvou a
v koncové ¢asti je bicik sloZzena uz jen z osového vlakna (Parkinson, 2001).

Celkova délka spermie psa je 70 um, hlavicka mefi 7 pm, spojovaci ¢ast 14 pm
a hlavni cast biciku 48 um. Vice jak polovina hmoty je soustied’ovana v hlavicce

(Obr. 4; England, 2010).
3.1.7  Fyziologie spermie

Zivé spermie nepropoust&ji pfes membranu barviva. Pokud spermie umira nebo
pokud dojde k toxickému poSkozeni membrany, za¢ne barvivo pronikat dovnitf
spermie. Toho se vyuZivd napf. pii zjiStovani procenta mrtvych a Zivych spermii
(England et Allen, 1992). Cytoplazmaticka membrana je také velmi citliva na zmény
osmotického tlaku, zaznamena tedy i zmény v biochemii genitalnich sekretti. Snadno se
poskodi, a tim dochazi k vyliti akrozomalnich enzymui. Spermie tak ztraci svoji
oplozovaci schopnost. Takto poskozené spermie mohou byt stdle aktivni, proto se
aktivni spermie nerovnaji automaticky oplozenischopnym spermiim. Nizky obsah DNA
Vv jadie souvisi se snizenou plodnosti a embryonalni mortalitou (Linde — Forsberg,
2007).

Akrozom spermii obsahuje enzymy hyaluronidazu, akrozin, proakrozin,
esterazy, neuraminidazu, kyselou fosfatdzu, fosfolipidazu A, arylsulfatazu, B—N-
acetylglukozaminiddzu, arylaminiddzu, kyselou proteindzu a kolagenazu. Prikaz
akrozinu v semenné plazmé poukazuje na mnozstvi poSkozenych spermii. Dale

akrozom obsahuje fuktozu, galaktozu, mandzu a hexoaminut. V bic¢iku bylo nalezeno
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na 54 aminokyselin. Z prvkt zde nalezneme Na, Ca, K, Mg, S, P, Fe, Cu (Kliment et al.,
1989).

Spermie ziskavaji energii pro pohyb a udrzeni iontového gradientu
metabolizovanim jednoduchych molekul, hlavné cukri a jejich derivata (fruktozy,
galaktdzy, manosy a pyruvatu). K tomu mize dochazet bud’ aerobné€, nebo anaerobné.
Spermie vyuzivaji jako zdroj energie i glycidy, kys. mlé¢nou a plazmalogen z délohy
samice. Pokud je prostiedi délohy néjak naruseno, doba pieZitelnosti spermii v ném se
vyrazné snizuje. Bi¢ik se pohybuje v dusledku sil vznikajicich mezi ptilehlymi pary
filament obklopujicich dvojici mikrotubulii. Vznika koordinované vinéni, vychazejici
z oblasti kr¢ku, které se Sifi po celé délce bi¢iku. Ve stadiu relaxace jsou dyneinova
ramena dubletu navazana k sousednimu dubletu, a k pohybu dojde tak, Ze se toto
spojeni pierusi a dyneinova ramena se piipoji na opacnou stranu sousedniho dubletu.
ATP se spotfebovava prave pii fazi rozpojeni. Tento proces je neustile opakovan a
dochdzi k postupnému navazani vSech dvojic filament. Dvojice na jedné strané axolemy
tedy pracuje v opozici K protilehlé dvojici. Po kapacitaci rychlost a amplituda tohoto

vInéni prudce stoupa (Kliment et al., 1989).
3.2 Neurohumoralni Fizeni reprodukce

Nervy ftidi reprodukci kratkodobé a podle aktudlni situace. Hormony plisobi
naopak dlouhodobé a pomaleji, ale oba procesy jsou od sebe neoddélitelné, protoze
dohromady zajist'uji tvorbu pohlavnich bungk a jejich setkani (Kliment et al., 1989).

Centralni nervova soustava (CNS) reaguje na vlivy pfijimané z vngjsiho
I vnitiniho prostiedi a podle toho vydava signaly k fizeni vSech funkci spojenych
s reprodukci. Hlavni Glohu v fizeni reprodukce ma retikularni formace (RF), limbicky
systém (LS), centra vegetativnich nervli a mozkova kira (Parkinson, 2001). RF zacina
vmise a pokracuje do stfedniho mozku a mezimozku. Je funkéné spojena
s motorickymi a senzorickymi drahami, proto RF reaguje na ménici se fyziologicky stav
organismu. Sama je zpétn¢ regulovana mozkovou kurou a inhibi¢né na ni putsobi
signaly z mozec¢ku a prodlouzené michy. Je nadfizena celému endokrynnimu systému.
Limbicky systém je centrum kontroly autonomnich funkci, je v ném centrum sympatiku
a parasympatiku (Kliment et al., 1989). Pomoci spoustécich hormonti je ovliviiovan

mezimozek a nésledné pohlavni soustava. Hierarchie fizeni se méni s patologickym
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stavem organismu. Za normalnich okolnosti ma mozkova ktra inhibi¢ni vliv na RF
a LS, ale pokud je z n&jakého diivodu naruSena vnitini rovnovaha v organismu, do ¢ela
fizeni se dostavaji starsi useky CNS (Hafez et Hafez, 2000).

Nervové fizeni je autonomni. Inervaci zajistuje kycelnébfisni, kycCelnétiiselny,
pohlavnéstehenni a stydky nerv. Sourek je inervovan somatickymi i visceralnimi nervy.
Varlata jsou fizena hrudnim a bedernim sympatikem. VSechny procesy spojené
s reprodukci jsou reflexni, a to bud’ podminéné€, nebo nepodminéné. Postupem Zivota,
atedy béhem ziskavani zkuSenosti, mohou podminéné reflexy zacit pievazovat nad
nepodminénymi, avsak oba typy se navzajem dopliuji (Parkinson, 2001).

Utinky hormonti jsou pohlavné rozdilné. Jejich hlavni vliv spo&iva v regulaci
latkového metabolismu, proto maji za nasledek vznik sexudlniho dimorfismu. Ovliviiuji
rust kosti, svall, ochlupeni a v neposledni fad¢ chovani (Dunbar, 1979). Hormonalni
fizeni reprodukce samct i samic probiha z hypothalamu, ktery odpovida za sekreci
hormont z adenohypofyzy tim, ze vylucuje gonadotropiny uvoliiujici hormon (GnRH).
GnRH je produkovan cyklickym a tonickym centrem v hypothalamu. Pfenos hormont
mezi hypothalamem a adenohypofyzou probiha pifes hypofyzarni portalni obéh,
mozkomis$ni mok, intracelularni nebo mizni $térbiny (Lindsay, 2000).

GnRH ovliviuje sekreci luteinizaéniho hormonu (LH), ten ma nasledné vliv
na produkci testosteronu v Leydigovych buikach varlat. Pod vlivem GnRH
je uvoliovan také folikulostimulaéni hormon (FSH), ktery tidi spermatogenezi. Mezi
testosteronem a LH funguje negativni zpétna vazba (Hafez et Hafez, 2000).

Testosteron z Leydigovych bunék pronika do semenotvornych kanalkd,
kde podporuje meiotické déleni (Rand, 2013). Jeho dalsi funkci je udrzovani libida.
Celkové ma testosteron anabolicky efekt, podporuje produkci sekretd z ptidatnych
pohlavnich Zlaz, ovliviiuje tvar t€la a chovani a beéhem fetdlniho vyvoje tidi sestup
varlat (Dunbar, 1979). Za normalni se povazuje koncentrace testosteronu v Krvi
u dospélého psa < 0,4 ng/ml (Zambelli et Levy, 2010). Hormon FSH je dulezity pro
udrzeni optimalni koncentrace testosteronu, protoze fidi protein, ktery vaze androgeny
v Sertoliho bunkach. Sertoliho buiiky zase naopak produkuji inhibitor FSH, protoze
FSH je potiebny pouze K zapoceti spermatogeneze a v dal$im Zivoté jiz neni nutny.
Sertoliho bunky jsou dale schopny produkovat estrogeny a GnRH, proteiny, laktat,

pyruvat a tubularni tekutinu. Hormonem, ktery ovliviiuje sekreci GnRH v hypothalamu
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a sekreci testosteronu ve varlatech, je PGF2a. U samctl je produkovan v semennych
vaccich anervové tkani. M4 schopnost zesilovat a zeslabovat ucinky pohlavnich
hormonii snizenim, nebo zvySenim koncentrace cyklického adenosin monofosfatu
(cAMP; Rand, 2013).

Epifyza se také ucastni fizeni reprodukce. Reaguje totiz na svétlo pomoci
autonomnich sympatickych nervi a podle toho produkuje hormony ovlivitujici pohlavni
zlazy. Jsou to hormony melatonin a arginin vazotocin, fidi tedy diurnalni a anualni
reprodukéni cykly a na vyvoj reprodukénich organi maji negativni vliv (Hafez et Hafez,
2000).

3.3  Reprodukéni chovani

Pod reprodukénim chovanim rozumime vSechno chovéni, které je spojené
s procesem pateni. Zahrnuje kompetici, selekci, namluvy, pafeni a dale jesté naptiklad
stavéni hnizda a rodicovskou péci (Mills, 2010).

Vlivem domestikace doSlo u pst k ¢asnéjsimu dospivani, nez je tomu u vlka,
ktery ma pubertu piiblizn€ ve dvou letech. Puberta u pst za¢ind mezi 6. a 12. mésicem
véku, ale zaleZi na velikosti, plemeni psa a vlivech prostiedi (napf. vyziv€). Mensi psi
dospivaji diive, nez velka plemena (Lindsay, 2000). Nastup puberty je postupny
a indikuje zacatek produkce spermii (Kliment et al., 1989).

Prenatalni androgenizace ma zfejm¢ na svédomi typické samci chovani, jako je
vzajemna agresivita samci a zvedani zadni nohy pifi moceni (Lindsay, 2000).
Reprodukéni chovani se skladd ze tfi fazi — vznécujici, kopulacni a ejakulacni. Pti
vznécujici fazi dochazi vlivem pfijimanych exogennich a endogennich signali ke
kaskadé reakci v CNS. Hypothalamus odpovidd za apetencni a socidlni chovani,
lymbicky sytému zase za pohlavni pud (Dunbar, 1979).

Pokud se objevi sexudlni partner, dojde k nervové a hormondlni stimulaci, ktera
ma za nasledek sled pohlavniho chovani (Holst, 2000). Vznikem akéniho potencialu
nedojde k podrazdéni pouze vegetativnich nervi, ale i motorickych somatickych nervi
v miSe. Ty maji na svédomi kopula¢ni mechanismy, jako napiiklad frikéni pohyby
samce. Z bederni ¢asti michy vedou do zaludu senzorické nervy fidici ejakulaci (Mills,

2010).
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Psi jsou, na rozdil od vlka, polygamni zvifata. Nemaji diurnélni aktivitu, ale jsou
schopni se pafit po cely rok. Sexudlni chovani psiti zahrnuje lizdni a ocichavani usi
a genitalii, hrabani, naskakovani na sebe, znac¢kovani ¢i vnitrodruhovou agresi samci.
MiiZe se objevit nezadouci chovani, jako je defekace, submisivni moceni, zvedani zadni
nohy a analni prinik (Lindsay, 2001).

U psu kastrovanych jesté pied pubertou dojde k potlaceni projevu libida. Je-li
kastrace provedena az po prvni kopulaci, mize se erekce a kopulaéni reflex projevovat
jesté dlouhou dobu poté (Parkinson, 2001). Efekt kastrace miie byt vSak rozdilny, coz
je zfejmé¢ dano mirou prenatalni androgenizace, ke které dochazi tésné pied narozenim.
Po narozeni dojde k ndhlému zvyseni hladiny testosteronu, coz se projevi zvySenym
fyzickym 1 behaviordlnim dimorfismem v dospélosti. K dalSimu vzestupu hladiny
testosteronu dochdzi v 6 mésicich a vlivem nepfiznivych podminek, zvlast¢ béhem

senzitivni periody, muze byt sexualni chovani naruseno (Lindsay, 2000).
3.3.1 Kopulace, ejakulace

Psi se nejdiive prozkoumavaji ocichavanim ¢umakt, pak bokid a nakonec
genitalii a ocasu. Samec nasledné ocichava a olizuje vulvu feny. Obvykle pak polozi
bradu na zada samice, zezadu ji obejme pfednima nohama kolem boku a snazi se
nékolika pohyby vpied proniknout do vulvy (Obr. 6; Lindsay, 2000). Pokud se
podaii intromise, zvEtsi se bulbus glandis a svérac¢e v pochvé feny se za nim stdhnou,
dojde ke stazeni ptredkozky a je dosazeno uplné erekce. Nastane tzv. svazani
¢1 kopulacni zdmek, pes ma pfitom obvykle stazeny ocas. Nakonec provede sérii
panevnich kmiti vpied. Casto je patrné preslapovani zadnich nohou (Dunbar, 1979).
Po chvili pes uvolni fenu ze sevieni prednich koncetin a spusti je na stranu. Chvili tak
setrva, poté piehodi jednu zadni koncetinu pfes zada samice a otoci se zady k sobé
(Mills, 2010). Kopula¢ni zamek muze trvat od 5 do 75 minut (Dunbar, 1979). Divod
vzniku této pozice je nejasny. Jedna teorie tikd, ze je to chovani zdédéné po piedcich
a vzniklo kviili moznosti monitorovat béhem kopulace okoli ze vSech stran, a mit tedy
ptilezitost k obrané. Dal$i mozZnosti je, ze tato poloha je pro samce méné narocna
(Lindsay, 2000).

Skutecnost, Ze penis je namifen mezi zadni nohy samce a otoCen o 180°, muze

zpusobovat zvyseni tlaku ejakulovaného semene (Kliment et al., 1989). Cévy vedouci
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do penisu se pfitom uzaviraji. Ma se za to, ze diky svdzani nedochazi k predcasné
detumescenci penisu béhem zdlouhavé deponace prostatické frakce do pohlavniho
ustroji samice (Holst, 2000). K erekci dochazi az v pochvé proto, Ze je nemozné,
aby plné ztopoifeny penis pronikl do vaginy (Mills, 2010).

Stimulaci pro ejakulaci je tlak a hmat, které stimuluji sympatické nervy penisu.
Ejakulat je vylouen pomoci peristaltickych stahi svaloviny obklopujici mocovou
trubici a ¢aste¢né také stahti bulbokavernozni a ischiokaverndzni tkané (Kutzler, 2005).
Nejdiive je rychle deponovana prespermiova frakce a k ejakulaci spermiové frakce
dojde asi po 80 sekundach spojeni (Holst, 2000).

Ke druhé fazi svazani, kdy se pes otaci zady k samici, nemusi dojit. Pokud
penis vyklouzne z vaginy béhem kopulace, fena zac¢ne olizovat konec penisu. Vlivem

toho se zmensi bulbus glandis a mtize dojit k nové penetraci (Dunbar, 1979).
3.4  Uméla inseminace (Ul)

Shrnout cely proces umélé inseminace psi piesahuje rozsah této prace. Proto
budou popsany jen poznatky, tykajici se ejakulatu.

Faktory, které¢ mluvi pro pouziti Ul, jsou poptavky po Stéiatech, zapojeni pouze
nejlepSich rodicit do reprodukce, moZznost mezinarodni vymény davek a také ¢im dal
vice se zdokonalujici metody vyzkumu, které napomahaji dosaZeni pozadované¢ho cile
(Wright, 1991; Jeffcoate et Lindsay, 1989). DalS§im faktem je, Ze estrus se u fen
vyskytuje zpravidla dvakrat do roka s velkou individualni variabilitou. Také anatomicka
stavba reprodukcénich organti je pfi¢inou castych obtizi ptfi uréovani spravného
nacasovani samotné inseminace, které ve vysledku mohou vést ke zpoZzdéni
nasledujiciho pokusu o 5-7 mésict (Feldman et Nelson, 2007; Wright, 1991).

U pstt zapojenych do inseminace by mél byt znat rodokmen a jejich historie
z ditvodu vylouceni neplodnych zvifat. Informace ziskané od majiteli mohou osvétlit
mnoho pfi¢in neplodnosti a problému s reprodukei viibec (Parkinson, 2001).

Uméla inseminace se pouzivd u fen, které jest¢ nebyly pfipuStény, nebo
z diivodu pfitomnosti vagindlnich abnormalit, jako jsou zUZeni vaginy, vaginalni septa
a hyperplazie. Dlivodem mulZe byt i temperament nebo nesndSenlivost mezi psem
afenou nebo geografickd vzdalenost, kdy pfevoz semene je levnéjsi variantou nez

stresujici transport obou pohlavi (Kutzler, 2005). Samec by mél pted odbérem projit
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sérii testd, aby se potvrdil jeho zdravotni stav (Dunbar, 1979). Kvalita ejakulatu je
pfitom rozhodujici pro efektivnost Ul Mezi psy existuje velkd variabilita
v mrazitelnosti ejakulatu (Kosiniak — Kamysz et al., 2007). Ul, pokud je provedena
spravné, je rychlejsi a pohodInéj$i metodou nez prirozena plemenitba, protoze odpadaji
také problémy s karanténou, predchdzi se prenosu chorob a jedna davka semene miize
oplodnit mnohem vice fen, nez by byl jeden samec schopen oplodnit za cely Zivot.
Pii spravné konzervaci muze byt semeno pouzivano dlouhou dobu.

K inseminaci je potieba 5-6 ml semene obsahujici 150-200 x 10° motilnich
spermii. Pfi intravaginalni inseminaci je uspésnost zabieznuti 75 % (Kosiniak — Kamysz
et al., 2007).

Pfi inseminaci Cerstvym ejakulatem se doporucuje 200 x 10° motilnich spermii,
aby byl vysledek srovnatelny s pfirozenym patrenim, a pro rozmrazeny ejakulat je norma
150-200 x 10° spermii (Farstad et Berg, 1989).

3.5  Odbér ejakulatu

Odbéry ejakuldtu jsou u psi provadény =z divodu umélé inseminace,
kryokonzervace nebo pro Ucely diagnostické. Nejcastéji se pouzivd odbér ,,do ruky*,
dale je mozno pouzit elektroejakulaci, farmaka (Kutzler, 2005), ¢i umélou vaginu, ktera
je dvouplastova a uvnitf je vyplnéna teplou vodou.

Je béznou praxi, ze do reprodukce se zapojuji psi od véku 7 mésicti do 12 let,
s ohledem na plemeno. Samotny odbér se da snadno naucit a provést ve vhodném
prostiedi (Freshman, 2002).

Pied odbérem by méla byt znama chovatelska historie psa a jeho anamnéza
a medikace za poslednich 6 mésicl. Je vhodné znat i rodokmen psa kvili zjiSténi
ptipadného inbreedingu. Stejné tak by méla byt znama doba uplynuld od posledniho
odbeéru ¢i pripousténi (Olson, 1992). Idealni je 4 az 5 dni pfed odbérem dodrzet sexualni
abstinenci. Pii vice jak deseti dnech abstinence muze dojit k nartistu morfologickych
abnormalit a poklesu motility. Jako nejlepsi se ukazuje frekvence odbéru kazdy 2.
az 5. den (Johnston et al., 2001). Odbér je vzdy provadén pied fyzickou namahou nebo
pred bolestivymi lékafskymi i jinymi stresujicimi zakroky (Johnston et al., 2001).

Jedinci, ktefi jsou nervove vyrovnani, maji lepsi kvalitu produkovaného ejakulatu a jsou

16



tedy plodnéjsi. Pti spravném vyuziti podminénych reflexd Ize ovlivnit kvalitu

odebiraného ejakulatu pro umélou inseminaci (Dunbar, 1979).
3.5.1 Vybaveni

Velci psi se odebiraji na zemi na protiskluzové podlozce, malé psy je
pohodingjsi odebirat na vySetfovacim stole. Majitel mtize ptinést hracky nebo doplnky,
které ma pes spojené s reprodukei (Freshman, 2002).

Pii odbéru se pouzivaji um¢lé vaginy (dale jen UV) na jedno pouziti, ale jejich
pfilnavost ke ztopofenému penisu je hor$i. UV by méla byt ptizpusobena velikosti psa,
resp. penisu, ktery by se nemél dotykat odbérového sacku (Freshman, 2002). VSechno
pouzité vybaveni by mélo byt ptedehiato na té€lesnou teplotu (Seager, 1986). Dale jsou
potteba dvé sterilni 15ml centrifugaéni zkumavky S pfipojenymi jednorazovymi
kuzelovymi sacky, které napomohou zachyceni ejakulatu a odpada tak problém s jejich
Cisténim. Pfipravena by méla byt jedna sada zkumavek pro prvni a druhou frakci, dalsi
pak na treti frakci (Kutzler, 2005). Dale jsou potieba nahtivaci desticky, mikropipety,
podlozni a kryci sklicka, mikroskop, hematocytometr, barviva (eosin — nigrosin),
centrifuga, zkumavky do centrifugy a systém na pocitani krevnich bunék (Johnston
etal., 2001).

3.5.2 Priprava

Pes by se mél pfed odbérem vymocit a mél by byt Cisty (Purswell et al., 1992).
Mistnost ur¢ena pro odbér by méla byt tichd a vyhtata, bez pfitomnosti nezadoucich
0sob. Osoba provadgéjici odbér by neméla byt oble¢ena jako veeterinarni 1ékaf, protoze
pohodli psa je nezbytné pro provedeni uspé$ného odbéru (Freshman, 2002). Strach
a bolest obvykle vedou k netispésnému odbéru (Kutzler, 2005). Neéktefi psi preferuji
pfitomnost majitele, jini naopak ne (Purswell et al., 1992).

Pro stimulaci psa muze byt ptfivedena klidna fena pfimétené velikosti, nejlépe
V proestru nebo estru. Tomuto ucelu stejné¢ dobie poslouzi zmrazeny vaginalni sekret
fijné feny (Seager, 1986). Pouzit 1ze i umélé komercné vyrabéné feromony nebo methyl
p-hydroxybenzoat aplikovany na vulvu a ocas anestrické feny (Johnston et al., 2001)

nebo na polstaiek gazy (Kutzler, 2005). Feny s ovariohysterektomii jsou vhodné téz
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(Freshman, 2002). Pokud je to potieba, mize se pouzit lubrikant na bazi vody (Kutzler,
2005).

Kustritz (2007) zjistovala zmény ejakulatu po podani PGF2a (0,1 mg/kg)
a0,9% roztoku NaCl (0,6 ml) 15 minut pfed odbérem. Po podéni PGF2a
a za ptitomnosti feny bylo pozorovano vice spermii v ejakulatu nez pti podani roztoku
NaCl v nepfitomnosti feny. Pokud byl PGF2a podéan v nepfitomnosti feny a naopak
roztok NaCl v pfitomnosti feny, poCty spermi se nijak vyrazné neliSily od sebe ani
od piedchozi skupiny. Zavér tedy je, Zze podani PGF2a a zaroven piitomnost feny ma
pozitivni dopad na pocet spermii v ejakulatu, a jedna se o uzite¢nou techniku spojenou
s pomérné malymi vedlejsimi ucinky.

Ve studii Traas et Kustritz (2004) zase tvrdi, Ze po podéni oxytocinu (10 IU;
0,5 ml) a PGF2a (2,5 mg) 10 minut pted odbérem a za piitomnosti feny v fiji nedoslo
k Zadnému vyraznému posunu v hodnotach ejakulatu a nejevi se to tudiz jako vhodny

zpusob ke zvyseni po¢tu spermii v ejakulatu.
3.5.3 Digitalni manipulace

Pti digitalni manipulaci je dosahovéano vétsi kvality 1 kvantity ejakuléatu, nez pii
elektroejakulaci nebo odbéru do umélé vaginy. Na ejakulat mize mit totiz nepiiznivy
vliv latex, ze kterého je vyrobena uméla vagina (Parkinson, 2001). Technika odbéru
by méla byt pfizptsobena kazdému psu zv1ast.

Osoba provadéjici odbér kleci na levé stran€ psa (odebiratel je pravak) a pravou
rukou rychle pfetahuje predkozku ptes penis. Leva ruka drzi UV se sbérnym sackem
u ptedkozky (Freshman, 2001). Erekce je vyvolana krouzivymi pohyby ruky za bulbus
glandis (Parkinson, 2001). KdyZ penis dosahne 40-50 % erekce, ptedkozka je tlacena
pomoci UV nebo ruky za bulbus glandis. Pokud se tak nestane, erekce a ejakulace muze
byt bolestivd a odbér nekompletni (Freshman, 2001). V této fazi se mohou objevit
I zrychlené pohyby panvi (Kutzler, 2005). Kdyz je UV nasazena leva ruka mize dal
vyvijet mirny tlak distaln¢ od bulbus glandis jako simulaci ,,kopulaéniho zamku®,
ale uz neni nutné s ni pohybovat (Freshman, 2001; Johnston et al., 2001;Seager, 1986;
Kutzler, 2005). Pes se v tuto chvili snazi piekrocit pravou ruku odebiratele, protoze
penis se oto¢i o 180° kaudaln€. Proximalni a distalni strana pfitom zlistdva zachovéna.

Rukou se stale vyviji tlak za bulbus glandis (Kutzler, 2005). Do 50 sekund je
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vyprodukovana prvni vodnatd prespermiova frakce o objemu 0,5-5 ml. Nasleduje
krémova spermiova frakce obsahujici 0,5-2 ml. V dal$im 3-30 minutach je ejakulovana
vodnata prostaticka slozka o0 objemu 30 ml (Parkinson, 2001).

Prvni a druhd frakce jsou casto odebrany spolecné¢ béhem energickych
kopulaénich pohybt nebo po nich (Feldman et Nelson, 2007). Pro ucely chlazeni nebo
zmrazovani a nékterych diagnostik by mély byt frakce oddéleny, protoze kontakt
spermii s prvni nebo tieti frakci ma vliv na pokles motility (England et Allen, 1992).

Po ejakulaci je uvolnén tlak na penis. UV muze zastat nasazena, dokud nedojde
k detumescenci, protoze pes muze je$té néjaky Cas uvolnovat prostatickou tekutinu.
Nekteti psi preferuji po odbéru pomalou chiizi, ale méli by byt pod dohledem a neméli
by se stykat s jinymi psy, dokud neni penis zatazen v pfedkozce (Freshman, 2002).
Nez je penis zatazen do predkozky, samci si jej obvykle olizuji (Kutzler, 2005).

England (1999) tvrdi, Ze samci mohou byt odebrani znovu hned po prvnim
odbéru, a to v intervalu 63 minut. V tomto pfipadé mél druhy vzorek vyrazn€¢ mensi
objem druhé frakce, stejn¢ tak mél nizsi koncentraci i celkovy pocet spermii. V motilité
ani morfologii nebyly zmény pozorovany, to znamena, Ze nedoslo ke zménam v kvalité
ejakulatu. Tato technika tak muze byt uzitecnd pti pouziti v umélé inseminaci nebo

kryokonzervaci.
3.5.4  Alternativni metody odbéru ejakulitu

Kodbérim je také mozné pouzit elektroejakulci nebo farmakologické
prostiedky. Elektoejakulace se provadi pouze v celkové anestezii, aby byla zarucena
bezpecnost zucastnénych osob a zvitete (Kutzler, 2005). Ohl et al. (1994) zkoumali, zda
za snizeni kvality ejakulatu je pfimo zodpovédna elektroejakulace a zjistil, ze statisticky
vyznamny rozdil je pouze v celkovém poctu spermii a v motilité. V objemu
a koncentraci byly zmény nevyrazné. Ptiklani se tedy k tomu, ze elektroejakulace neni
pfimo zodpovédna za zmény v ejakulatu. Vyhoda elektorejakulace spociva v tom, ze jeji
uspeésné provedeni je nezavislé na libidu, a neni proto nutna pfitomnost haravé feny
nebo fantoma. Nevyzaduje ani trénink psa, ktery mize byt zdlouhavy a ne vzdy zaruci
dobré vysledky. Ejakulace je dosazeno pouzitim podlouhlych elektrod, které zarucuji
stimulaci pouze uréité oblasti rekta a redukci nechténych stimuld. VétSina modernich

systému pouziva viny impulst 0 frekvenci 20-30 cykld za sekundu o max. napéti 16 V
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(<900 mA). Stimulace trvaji nékolik sekund a opakuji se az do vyvolani ejakulace.
Nékteré sondy dokonce umoznuji predprogramovani impulsi. Nejvice diskutovanou
otazkou u této metody je pohodli a welfare zvifat. Odkdy je uz elektroejakulace
bolestivd, neni jasné, provadi se vsak pouze u anestezovanych zvifat a mél by ji
vykonavat jen veterinarni lékaf. 1 pies zakazy v nékterych statech provadéji obcas
veterinarni 1ékaii elektroejakulaci bez anestezie (Mills et al., 2010).

Pro vyvolani ejakulace je téZ mozné pouzit pilokarpin. Pfi intraven6znim podani
0,7 mg/kg hydrochlorid pilokarpinu, rozpusténého ve 3 ml solného roztoku, byl
zaznamenan vyrazné¢ menSi objem ejakuldtu v porovnani s manudlnim odbérem

(Juniewicz et al., 1989).
3.6 Ejakulat

Ejakulat je rozdélen do tii frakci, ale pro ucely umélé inseminace
a kryokonzervace se odebird pouze druhd frakce. VSechny tifi frakce se hodnoti
v piipade, ze pes sklada chovatelské zkousky nebo kvili zjisténi dédicnych poruch
reprodukce (Kutzler, 2005). Prvni tzv. prespermiova frakce pochazi z prostaty. Je ¢ira
nebo mirné zakalena a obsah je od 0,5 do 20 ml (Feldman et Nelson, 2007). Druha
frakce, mléc¢né bila, je nejvice bohata na spermie a ma objem 0,5 az 20 ml a podle
Dunbar (1979) trva 50-90 sekund. Pochéazi z ocasu nadvarlete, kde jsou spermie
shromazd’ovany. Tieti frakce je Cird a nejobjemnéjsi (Feldman et Nelson, 2007).
England (2010) uvadi 5-35 ml a podle Dunbrar (1979) zabere jeji uvolnéni 5-35 minut.
Tato prostaticka tekutina ma za kol posunout spermie dal do pohlavniho traktu samice
a aktivovat spermie, proto se odebira do zvlastni zkumavky (Kutzler, 2005).

U kazdého odebraného vzorku by nejdfive mély byt ur€eny zakladni parametry,
jako je motilita, celkovy pocet spermii, koncentrace spermii, morfologie a dalsi.
Primarné u psu starSich 12 let nebo jedinct, ktefi nebyli dlouho pouziti pro reprodukci
a provadi se také u psi, ktefi absolvovali ptfipousténi, ale bez nasledného zabteznuti
feny (Kutzler, 2005). Hodnoceni ejakulatu také napomaha odhadnout fertiliza¢ni
schopnosti ejakulatu. Hodnoceni Cerstvého ejakulatu se zaméfuje spiSe na spravnou
funk¢nost varlat a nadvarlat, zatimco urozmrazeného ejakulatu se posuzuje spise

poskozeni bunky vlivem kryokonzervace (Martinez, 2004).
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3.6.1  SloZeni ejakulitu

Sekret ejakulatu je zasadity, obsahuje velké mnozstvi chloridovych iontd,
naopak citrat sodny, inositol a fruktéza jsou zastoupeny malo (Huggins, 1945).
Semennou plazmu tvofi také v malé mife vyméesek varlete, nadvarlete, chamovodu
amocové trubice. Prostaticka slozka ejakuldtu se skldda zenzymd, cholesterolu
a laktatu (Linde — Forsberg, 2007).

Sekret nadvarlat obsahuje vétsi mnozstvi drasliku a CO,. Sekret prostaty se
sklada z kyselé fosfatazy, volnych aminokyselin, mucinazy, transaminazy a fibrinogenu.
Z hormont jsou to adrenalin, prostaglandin a vazoglandin a ziontli Na, K, Ca, Zn.
Semenna plazma je bohata na cholin a kyselinu citronovou, ta ma spolu s Na a K vliv
na udrzeni osmotické rovnovahy ejakuldtu. Hlavnim zdrojem energie pro spermie je
fruktoza. Pii jejim Sté€peni vznika kyselina mlécénd, kyselina pyrohroznova a CO,.
Bilkoviny v ejakulatu slouzi k udrzeni pH a osmotického tlaku. Pfevazné se jedna
o a — globuliny. Zvysena koncentrace bilkovin poukazuje na zanét prostaty. Na vitalitu
spermii nepiiznivé pisobi také albumin obsazeny v fedidlech, napt. vV nepasterizovaném

mléce (Kliment et al., 1989).
3.6.2 Hodnoceni ejakulatu

Ejakulat se hodnoti makroskopicky a mikroskopicky. Ihned po odbéru je mozné
ho hodnotit za laboratorni teploty, pokud je ale rozmrazovan pti 37-38 °C, mél by byt,
po celou dobu manipulace s nim, udrzovan také v rozmezi 37-38 °C.

Je nutné upozornit, ze vSechny vysledky pokustli, zabyvajicich se hodnocenim
ejakulatu, do znacné miry zavisi na standardizaci podminek, subjektivnim hodnoceni
nékterych parametri, nastaveni automatizovanych systémi, spravném vylozeni
vysledkii badani a pouzitych vzorcich, metodach a materidlech (Sichtaf et al., 2014).
Protoze nejsou stanovené standardni hodnoty psiho ejakulatu, nejde na zakladé

hodnoceni jednotlivych parametrt predpovédét fertilitu samce (Karger et al., 2014).
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3.6.2.1 Makroskopické hodnoceni ejakulatu

3.6.2.1.1 Objem, barva, zapach

Do objemu ejakulatu se zapocitava prvni a druha frakce, pokud jsou odebrany
spolecné, nebo pouze druhd, pokud je odebrana samostatn€é, protoze pro potieby
hodnoceni se teti frakce nepouziva (Freshman, 2002). Objem druhé frakce se pohybuje
vrozsahu od 1 do 30 ml podle velikosti plemene (Johnston, 1991). Fyziologicky
ejakulat by mél mit mlééné bilé zabarveni (Kustritz, 2010), pokud je vzorek ciry,
obvykle neobsahuje 7adné spermie (Barber, 2010). Zluta nebo zelena barva ejakulatu
muze indikovat kontaminaci mo¢i nebo hnisem, ¢ervena a hnéda barva zase ukazuje na
kontaminaci krvi (Johnston et al., 2001). Krev v ejakulatu naznacuje onemocnéni
prostaty nebo poSkozené cévy v penisu, ale bylo zjisténo, Zze ani po Sesti hodinach
kontaktu se spermiemi nema Kkrev Vv ejakulatu vliv na motilitu spermii (England
et Allen, 1992).

36.2.1.2 pH

pH se méfi indikatorovym papirkem nebo pH — metrem s presnosti 0,5. Hodnoty
pH semenné plazmy se pohybuji od 6,3 do 7,0 (Feldman et Nelson, 2007). Prostaticka
tekutina mize mit pH v rozsahu 6,0-7,0 (Feldman et Nelson, 2007; Johnston et al.,
2001). Hodnota pH muze byt urCujici pifi vybéru antibiotik v pifipadé infekce
(Freshman, 2002). Ke zménam pH muze dojit pfi onemocnéni prostaty nebo pfi

kontaminaci moc¢i (Barber, 2010).

3.6.2.2 Mikroskopické hodnoceni ejakulatu

3.6.2.2.1 Motilita

Motilita je charakterizovana jako progresivni pohyb vpfed za hlavickou
(Feldman et Nelson, 2007). Je to projev strukturalni a funk¢éni kompetence spermii, uzce
souvisejici S integritou membrany a normalni morfologii (Kumi — Diaka, 1993), ovsem
jako samotna ma nizkou vypovydajici hodnotu o fertilit¢ (Martinez — Pastor et al.,
2005). Vyjadiuje se v procentech motilnich spermii a u nativniho ejakulatu by méla byt
alespon 70%, nebo jak uvadi England (2010) v rozmezi 80—90 %. Po 5 dnech sexualni
abstinence motilita spermii rychle klesa (Feldman et Nelson, 2007).

22



Kritickym faktorem pro motilitu je teplota, proto musi byt kontrolovana po celou
dobu zachazeni se spermatem. Psi sperma je rezistentni vici chladovému Soku az do
teploty 21 °C (Johnston et al., 2001). Purswell et al. (1992) uvadi, Zze chladovy Sok
muZze mit vliv na snizeni motility. Pokud chceme motilitu zachovat, je nejlepsi pouzivat
nahtata podlozni skla (Freshman, 2002), i kdyz podle Threlfall (2003) nejsou potieba,
pokud se vzorek vyhodnoti do 1-2 minut od odbéru. Vzdy se snazime uchovat ejakulat
v rozmezi 20-37 °C, lze s nim tedy pracovat i pii laboratorni teploté (Payan — Carreira,
2011).

Je dulezité odlisit opravdu motilni spermie od téch, které jsou pouze pasivné
pfesouvany napiiklad vlivem proudéni tekutiny. U kryokonzervovaného ejakulatu
muzeme pozorovat vyrazny pokles motility. Také klesd pocet Zivych spermii a S tim
souvisejici mnozstvi abnormalnich spermii (Parkinson, 2001). Dal$imi faktory
ovlivitujicimi motilitu jsou kontaminace vodou, moc¢i, krvi ¢i pouzitym lubrikantem
(Payan — Carreira et al., 2010), ale také naptiklad délka sexualni abstinence (Barber,
2010). Jsou znamy studie, které informuji o snizeni motility spermii pii styku s latexem
po dobu 1 minuty. To by ale nemél byt problém pii pouziti spravné techniky odbéru.
U vinylovych rukavic byl dopad na motilitu minimalni (Althouse et al., 1991). Motilita
také klesa pii styku s lubrikantem, detergenty, po pfidani fedidla a se sniZzenou frekvenci
odbéru (Meyers — Wallen, 1991).

Motilita se hodnoti ihned po odbéru. Pokud je ejakulat pfili§ koncentrovany, mél
by byt nafedén roztokem o prislusném pH (Rigau et al., 2001). Kapka ejakulatu je
umisténa na nahtaté podlozni sklo a pfikryta krycim sklickem. Pouziva se zvétSeni 200x
a400x (Feldman et Nelson, 2007; Johnston et al., 2001). U vysoce koncentrovaného
ejakulatu se fedi v poméru 1 :1 s fyziologickym roztokem (Zambelli et Levy, 2010).
Vizualni hodnoceni pomoci optického mikroskopu je nejjednodussi a nejlevnéjsi
metodou, je ale siln¢ individualni, a proto neni dobré pro predikci fertility. Pfesnéjsi je
vyhodnocovani pomoci pocitace a systému CASA (Computer — assisted sperm
analysis). U rtiznych programii se vSak nastaveni systému lisi, a tak je t€Zké porovnat
data pochazejici z riznych laboratoti (Verstegen et al., 2002). Nastaveni je individualni
pro rizné ziskané auchovavané vzorky, ale vzdy by mélo byt standardizované pro
kazdou laboratot (Rijsselaere et al., 2012). VétSinou se hodnoti procento motilnich

spermii, primérnd rychlost na draze (VAP), ptfimocard rychlost (VSL), kfivocard
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rychlost (VCL), to vie v um s™. Dale se sleduje amplituda lateralniho vyboeni
hlavicky spermie (ALH) v um, frekvence kiizeni hlavicky spermie s primérnou drdhou
spermie (BCF) v Hz, ptimost (STR), tj. pomér hodnot VSL/VAP v procentech,
a linearita (LIN), tedy pomér VSL/VCL, také v procentech (Iguer — Ouada a Verstegen,
2001). V jednom ejakulatu totiz spermie vykazuji riizné charaktery pohybu (Quintero —
Moreno et al., 2003).

V piipadé kryokonzervovaného ejakulatu se, zaroven s motilitou, mize stanovit
aglutinace spermii, tedy jejich shlukovani dohromady (Olson, 1992). Shlukovani kolem
kust Zloutku nebo kolem necistot a vzduchovych bublin neni na zévadu, pouze to

komplikuje vyhodnocovani parametrti v CASA sytému (Freshman, 2002).

3.6.2.2.2 Pocet spermii a koncentrace

Pro uréeni poCtu spermii V ejakulatu je nutné nejdiive znat jejich koncentraci,
ktera se urcuje hematocytometricky. Pocet spermii se nestanovuje jen na zakladé
jednoho vzorku, zvlast’ pokud je pes stresovany a nervozni (Freshman, 2001; Johnston
et al., 2001) a je zavisly na velikosti psa a jeho varlat, na stafi, zdravotnim stavu a
koeficientu inbreedingu (Johnston et al., 2001). Pocet spermii je také niz§i v pozdnim
1été a na podzim, ale neklesa pod normalni hodnoty (Feldman et Nelson, 2007). Vétsi
psi maji vyssi pocet spermii, napiiklad sttedné velky pes produkuje 250 az 300 miliont
spermii v ejakulatu, ale mize to byt i mnohem vice (Johnstonet al., 2001; Seager, 1986).
Johnston (1991) uvadi rozsah 300 mil. az 2 mld. a England (1990) uvadi, ze produkce
by méla byt 10 miliont spermii na 0,454 kg hmotnosti zvifete. Pokud je nutné zjistit
denni produkci spermii, odebira se pes pravidelné po 7 az 10 dni, protoZe po této dobé
se vyCerpaji zasoby z nadvarlete (Amann, 1986; Johnston, 1997). Spermatogeneze trva
62 dni, proto mohou byt abnormality v poctu spermii pozorovany mnohem pozdéji, nez
se objevily pfi¢iny, které je zpusobyly (Johnston, 1997). Normalni hodnoty koncentrace
spermii v ejakulatu neukazuji vzdy na dobrou fertilitu, protoze neni vyhodnocovana
spravna funkénost spermii a jejich oplozovaci schopnost (Freshman, 2002). Pocet
spermii se da také urCit spektrofotometricky, kdy je odebrany material srovnan se
slepym vzorkem (Salisbury et al., 1943). Dale je mozno pouzit prutokovy cytometr
nebo pocitacovy modul CASA (Rijsselaere et al., 2005).
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3.6.2.2.3 Morfologie

Jakékoliv naruseni spermatogeneze ma za nasledek produkci deformovanych
spermii a jen velmi vzacné je zndma pficina (Oettlé, 1993).

Morfologické abnormality se d€li na primarni a sekundarni. Primarni vznikaji uz
pii procesu spermatogeneze, sekundarni potom pii prichodu nadvarletem, béhem
odbéru nebo pii manipulaci s ejakulatem (Seager, 1986). Délit se mohou i podle
umisténi, a to bud’ na hlavicce, akrozomu, stfedni ¢asti, nebo bi¢iku (Zambelli et Levy,
2010). Normalni vzorek semene by mél mit do 10 % primarnich abnormalit a do 20 %
sekundarnich (Feldman et Nelson, 2007; Freshman, 2001; Johnston et al., 2001;
Purswell, 1992). Celkov¢ se podil normalnich spermii pohybuje okolo 70 % (Johnston,
1991) a pokud je pod 60%, plodnost je uz snizena (Oettlé, 1993). Za defekty souvisejici
s neplodnosti se povazuje proximalni cytoplazmatickd kapka, poskozeni stfedni Casti
spermie a kréku. Ukazuje se, ze sekundarni poskozeni ma méné $kodlivy vliv na
fertilitu, nez primarni (Martinez, 2004). Jako pii¢ina produkce abnormalnich spermii se
uvadi napiiklad tepelny stres spojeny s lokalnim zanétem (Oettlé, 1993), hypertermie,
infekce reprodukénich organti (Christiansen, 1984) a pokles hladiny LH a testosteronu
(Kawakami et al., 1998). Jako dalsi pfi¢ina abnormalit se uvadi sexualni abstinence
atrauma varlat (Jonston et al., 2001). Ejakulat mladych psi také vykazuje velké
procento abnormalnich spermii (Linde — Forsberg, 2007).

Morfologie spermii se posuzuje na obarveném roztéru pomoci imerzniho
mikroskopu pii zvétSeni 1000x a hodnoti se 100 az 200 spermii. Z poltu a typu
abnormalné utvafenych spermii se ur¢i procenta normalnich spermii. Zapocitavaji se
pouze volné hlavicky, nikoliv samotné biciky. Pokud spermie vykazuje vic neZ jednu

Pouzivaji se dvé techniky barveni. Pti prvni se na jeden konec podlozniho skla
nanese kapka eosin — nigrosinového barviva (Freshman, 2001; Johnston et al., 2001,
Seager, 1986) a vedle se umisti kapka natedéného ejakulatu. Druhym podloznim sklem
se kapky smisi a udéla se roztér, ktery se necha schnout na vzduchu (Johnston et al.,
2001). Pii tomto zpusobu barveni zde nejsou vidét defekty akrozomu, k tomu jsou
urcena specidlni barviva a pouziva se fazovy kontrast, kde jsou akrozomalni defekty
vidét (Parkinson, 2001). Pti druhé technice se z kapky ejakuldtu na podloznim skle

udéla roztér hned a teprve poté se ruznymi zpusoby barvi (Johnston et al., 2001).
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Dostupné jsou i komer&né prodavané barvici sady (Kustritz, 2007). Setrngjsi metodou je
hodnoceni pomoci fazového kontrastniho mikroskopu, kdy nedochéazi k sekundérnim
zménam na spermiich vlivem pouzitého barviva (Kustritz, 2007). K objektivnimu
hodnoceni Ize vyuzit i systétm CASA, ale vysledky zrtznych laboratoii (Hu et
al., 2013), a dokonce i od stejnych psi, se 1isi (Nunez — Martinez et al., 2006). Muze se
pouzit i nezfedény, neobarveny roztér, ktery nam poskytne prvni informace o defektech

(Zambelli et Levy, 2010).

3.6.2.2.4 Cytologie

Cytologie spermatické a prostatické frakce by méla byt posuzovana zvlast.
Jednim ze zpisobu vySetfeni je centrifugovat 0,3 az 0,5 ml vzorku pfi 120 g po 7 minut
a nasledn¢ udélat roztér (Johnston et al., 2001), nebo se roztér udéla z celého vzorku, ale
poté je k vidéni méné bunék (Purswell, 1992). Bézny vzorek spermiové frakce obsahuje
spermie, bilé krvinky, epitelové buriky, bakterie a ¢ervené krvinky. Vzrist poctu bilych
krvinek a intracelularnich bakterii indikuje infekci. Prostaticka tekutina obsahuje téz
epitelialni bunky, bakterie a bilé krvinky (Johnston et al., 2001). ZvySeny pocet
¢ervenych krvinek naznacuje onemocnéni prostaty, nebo krvaceni z penisu ¢i predkozky
(Seager, 1986). Za normalni se povazuje 2 000 bilych krvinek na 1 pl ejakulatu. Pro
detekei prostatickych bunék a bilych krvinek se pouziva barveni podle Wright — Giemsa
(Zambelli et Levy, 2010).

3.6.2.2.5 Mikrobiologie

Ejakulat neni sterilni, protoZze obsahuje Siroké spektrum mikroorganismut. Pokud
chceme ejakulat kultivovat, je dobré ho odebrat tak, aby nedoslo ke kontaminaci
bakterialni florou z povrchu penisu a predkozky (Kutzler, 2005). Kultivace by méla byt
provedena do 24 hodin po odbéru (Freshman, 2002). Vice nez 10 000 cfu (colony —
forming unit) aerobnich bakterii na ml ejakulatu ukazuje na infekci (Johnston, 1991).
Anaerobni bakterie nejsou v psim ejkaulatu bézné, ale pokud existuje podezieni na
jejich pritomnost, musi se Cast vzorku vzit do laboratofe na podrobnéjsi vysetieni.

V distalni ¢asti reprodukéniho traktu psa je bézny vyskyt mykoplazmy. Pokud je vSak

wrwe
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3.6.2.2.6  Alkalicka fosfataza (ALP)

Alkalickd fosfatdza je enzym podporujici Cinnost bunék a je produkovéna
nadvarletem. Ma vliv na metabolismus fosfatovych vazeb v molekulach a ucastni se
transportu anorganickych latek pfes membranu. Méteni ALP u azoospermatickych
vzorkli pomahda zjistit, jestli se jednd o poruchu libida, selhani varlat nebo
neprichodnost duktualniho systému. Hodnoty ALP v bézném vzorku se pohybuji
v rozpéti 5000 az 10 000 Ul/l (Johnston, 1997). Pokud se naméii hodnoty nizsi nez
5000 UI/1, mize to ukazovat na nekompletni ejakulaci, nepriichodnost cest, nevyvinuti

varlat, na druhou stranu hodnoty nad 5 000 UI/I indikuji dysfunkci varlat.

3.6.2.2.7 Integrita membrany

Integrita membrany je jednou z funk¢nich vlastnosti spermii a jeji hodnoceni je
jednim ze zplsobt jak posoudit kvalitu spermii. Nejvice ovlivnénou strukturou spermie
pti kryokonzervaci, tedy krystalizaci vody a nastalé osmotické nerovnovaze, je akrozom
(Mazur, 1985; Outtlé, 1986), ktery pro proniknuti do vajicka samice musi byt
neporuseny. Pokud béhem kryokonzervace dojde k jeho poskozeni, spermie nikdy
nemize proniknout zonou pellucidou (Yanagimachi, 1981). S vysokou mirou poskozeni
akrozomalni membrany tedy klesa fertilita semene (Szasz et al., 2000).

Ke zjisténi funk¢niho stavu membrany se pouziva barveni (Kustritz et al., 2007)
nebo inkubace v hypersmotickém nebo hypoosmotickém mediu (Hishinuma et Sekine,
2003). Testy integrity membrany jsou Casto oznacovany také jako testy viability spermii
(Lorton, 2014).

Pti HOS — testu se vyuziva toho, Ze v hypoosmotickém prostiedi se biciky
spermii  stdceji v dusledku pronikani vody pfes membranu. Jednd se tedy
o fyziologickou reakci znacici, Ze spermie je neporusend. Byla pozorovana silna
zavislost mezi procentem stoenych spermii a poctem motilnich spermii, protoZe
motilita spermii ¢astecné zavisi na integrit¢ membrany. Proto je HOS — test vhodny
k analyze ejakulatu (Kumi — Diaka, 1993). Pro hodnoceni vzorku je nutné ejakulat
natedit, pficemzZ nejCastéji se pouziva fedéni 1: 10, tedy napiiklad 10 pl ejakulatu
a 100 pl hypoosmotického roztoku sachar6zy. Vzorek se nasledné 30 minut inkubuje ve
vodni lazni o 37 °C, a pak se pod mikroskopem vyhodnoti 100 spermii pii zvétSeni
1000 x (Sichtaf et al., 2014).
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Dalsi moznosti je spocitat pomér zivych a mrtvych spermii pomoci barveni.
Viabilita se poté hodnoti prutokovou cytometrii, nebo fluorescencéni a svételnou
mikroskopii (Lorton, 2014). Spermie mohou mit poSkozenou integritu membrany,
¢emuz odpovida 1 testovani integrity membrany, a presto se nékteré z téchto bunék jevi
jako motilni a viabilni. To mlGze znamenat, ze tyto spermie s poskozenou membranou
nepieziji stejn¢ dlouho, jako ostatni neposkozené bunky (Lorton, 2014).

Jako dalsi parametr, ktery ovliviiuje fertilitu, je vnitini uspoiadani chromatinu,
kdy zmény této struktury vysoce ovliviuji fertilitu a jsou nevratné (Lorton, 2014).

Pti zjistovani zastoupeni zivych a mrtvych spermii se pouziva vitalni barveni
pomoci eosin — nigrosinu. Pouziva se i pro morfologii a je zaloZeno na tom, ze porusena
membrana mrtvé spermie dovnité propousti barvivo eosin (Kustritz et al., 2007). Zivé
spermie se potom jevi jako bilé, zatimco mrtvé spermie se barvi rizové (Zambelli
et Levy, 2010). Pro mrazené sperma se toto barveni nepouziva, protoze penetrace
barviva do bunky vykazuje velké procento mrtvych spermii (Parkinson, 2001). Dnes se
jiz ptechazi v ruznych modifikacich na fluorescenéni barveni, napiiklad pomoci
propidium iodid a CFDA (carboxyfluoresceindiacetat). Propidium iodid (PI) se vaZe na
poskozenou membranu a mrtvé spermie se ve fluorescencnim mikroskopu jevi jako
Cervené zbarvené. CFDA barvi zivé spermie zelené¢ (Aboagla et Terada, 2004).
Spermie, u kterych prob¢hla kompletni akrozomalni reakce se barvi odlisné
Vv ekvatoridlni rovin¢ diky ztrat€ vazebnych mist (Szasz et al. 2000). Dale lze pouZit

naptiklad SYBR-14 (Molecular Probes, USA) v kombinaci s PI (Lorton, 2014).
3.7  Uchovavani ejakulatu

Ejakulat lze v pfipadé potfeby uchovavat kratkodobé jako chlazeny, nebo je
mozné jej konzervovat pro dlouhodobé¢ ucely, nejcastéji v tekutém dusiku pii -196 °C,

kdy dochazi k zastaveni metabolismu spermii (Feldman et Nelson, 2007).
3.7.1  Chlazeni

Pro kratkodobé uskladnéni ejakulatu je lepsi ho zchladit na teplotu cca 4-5 °C.
Pokud neni ejakulat zpracovavan v laboratorni teploté, umisti se nejdiive chladici
medium Vv odbérnych zkumavkach na 1 hodinu do vodni lazné o teplote 37 °C.

U odebrané spermatické frakce se stanovi motilita a koncentrace. Ejakulat se nasledné
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pfida k chladicimu mediu tak, aby vysledna koncentrace byla 100 x 10° sperm. ml™
Vse se ochladi na 4 °C. Po 90 minutach chlazeni by se mél ejakulat vySetfit a stanovit
viabilita spermii. Takto oSetfeny ejakulat 1ze uchovavat 3—4 dny (Feldman et Nelson,
2007). Po dvou dnech v 5 °C byly parametry ejakulatu lep$i nez u zmrazenych vzorku.
V priméru teprve po 5 dnech skladovani pii 5 °C se kvalita ejakulatu zacala podobat
kryokonzervovanému (England et Ponzio, 1995).

Bencharif et al. (2013) zjistili, ze semeno je mozno uchovavat beze zmény
kvality 4 dny pfi 4 °C nafedénim 6% LDL (low density lipoproteins) s glutaminem nebo
samotnym 6% LDL. Ve srovnani s ejakulitem fedénym vajeénym zloutkem byla
integrita membrany zachovana, nedoslo ke kapacitaci spermii a DNA byla neporusena.
Po ¢tyfech dnech skladovéani bylo zjisténo v prvnim ptipadé¢ 70,8 % a ve druhém
ptipadé¢ 76,1 % Zivych spermii. Dlouhodobéjsi skladovani chlazeného ejakulatu tak
umoziuje, zasilat inseminacni davky i na velké vzdalenosti.

Pokud je ejakulat do 2—-3 hodin pouzit k inseminaci, neni nutné ho fedit. Jestlize
je prostoj delsi, musi se nafedit fedidly a uchovavat pfi teploté 5 °C. Dnes jsou k dostani
komeréné vyrabéna fedidla, kterd udrzi 70 % motilnich spermii po 10 dni pii 5 °C

(Farstad, 2010).
3.7.2  Kryokonzervace

Kryokonzervace je pro builkky velmi ndrony proces, jenz zplsobuje
fyziologické, chemické a osmotické zmény, které vétSina bunék nepiezije.
Pfi kryokonzervaci membrana akrozomu nabobtna, roziedi se a obsah se vylije do
prostiedi (Rodriguez — Martinez etal., 1993), funkcnost bunék Se snizi minimalné
050 %, coz ma vliv na dosaZenou plodnost po inseminaci (Gordon, 2004; Forero —
Gonzalez et al., 2012). Je to velmi komplexni proces, ktery je ovlivnén mnoha faktory,
jako je rychlost ochlazovani a zmrazovani, vicendsobné fedéni, centrifugace pted
ziedénim nebo po nafedéni, slozeni fedidel, osmolalita, pH, délka skladovani, teplota
rozmrazovani, fedéni po rozmrazeni, apod. (napt. Tsuitsui, 1989; Snoeck et al., 2012;
Forero — Gonzalez et al., 2012; Aboagla et Terada, 2004; Neves et al., 2009). Ovsem
pokud pes neni schopen ptipousténi nebo v piipad¢ jeho umrti Ize diky kryokonzervaci

zachovat jeho geneticky material (Kutzler, 2005).
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Pii mrazeni zacnou vznikat krystalky vody, tim padem dochéazi ke zvySeni
koncentrace soli v jesté nezmrzlé Casti media, a tak vznika osmoticky tlak. Voda
je z bunky vyloucena pfes membranu, bunky tak pii pomalém mrazeni maji ¢as vodu
vyloucit a zmensit se. Pfi rychlém mrazeni na to neni Cas a bunka v disledku tvorby
krystald umira. V ¢asti, kde je buinika nejvice dehydrovana, se zvedne koncentrace
rozpusténych latek, coz muize byt pro bunku také zniCujici. Nekdy, pii nepatrné
dehydrataci, kdyz jsou krystaly vody piili§ velké, dojde i k fyzikalnimu poskozeni
vnitini a vnéj$i membrany (Kliment et al., 1989). Rozhodujici pro zptisob mrazeni je
i velikost buriky. Cim vétsi je, tim pomalej$i musi byt mrazici proces, aby byl ¢as
na dehydrataci bunky. Kryoprotektiva, tedy latky, které chrani bunky pii procesu
mrazeni, mohou a nemusi vstupovat do buniky, ale v obou ptipadech vazi vodu, a proto
ovlivni dostupnost vody bud’ pro dehydrataci, nebo pro tvofeni krystali. Latky
vstupujici do bunék, naptiklad glycerol a dimethyl sulfoxid, nejen snizuji uroven
dehydratace, ale i redukuji poSkozeni vlivem zmény koncentrace rozpusSténych latek.
Proteiny a disacharidy do bunék neprostupuji, mohou ale pfi velmi rychlém mrazeni
dehydrataci uspisit (England et Allen, 1992). Aby byl proces dehydratace umoznén,
musi pied zmrazenim ejakulat podstoupit ekvilibraci (Hafez et Hafez, 2000).

Vsechna kryoprotektiva pouzitd pro konzervaci musi byt izotonickd, protoze
V hypertonickém prostfedi se spermie ptestavaji pohybovat, a naopak v hypotonickém
prostiedi spermie bobtnaji. V fedici substanci by méla byt obsaZena, kromé jinych latek,
hlavné kryoprotektiva (napt. glycerol), chranici spermie pfed zhoubnymi nasledky
mrazeni. VSechna fedidla lze rozdélit do dvou skupin. Ta, kterd pronikaji do bunky,
jako glycerol a dymethylsulfoxid a ta, ktera do bunék nepronikaji, napt. laktoza
a theraloza. Obé skupiny mohou zapfi¢init dehydrataci bunck, a to kvuli naruSeni
osmotické rovnovahy a naslednému uniku vody z buniky ven. Lisi se v§ak ve schopnosti
vstupovat do bun¢k a zacletiovat se do cytoplazmy a membran (Hammerstedt et al,
1990).

NejvyuzivangjSim kryoprotektivem je v soucasnosti glycerol, ktery ma ale také
své nevyhody, protoZe napiiklad na objemové zmény spermii mize mit vliv i to, zda je
glycerol ptidavan pii teploté 37 °C nebo 4 °C (Fiser et Fairfull, 1989). Je znamo,
ze glycerol meéni strukturu dvouvrstevné membrany, proto se pifidanim tohoto

kryoprotektiva méni distribuce vody a iontl pfes membranu. Glycerol dale zpiisobuje
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energetickou dysbalanci uvniti buiiky vlivem svého metabolismu. Dale dochazi k vétsi
potiebé ATP, protoze jsou stimulovdny iontové kandly, diky zméné permeability
membrany (Hammerstedt et al, 1990). U glycerolu je dilezité dosdhnout kompromisu
jeho toxického efektu na spermie a koncentrace, kdy slouzi jako kryoprotektivum
(England, 1993). K podobnému jevu jako u glycerolu dochazi pii pouziti 6C
monosacharidi, jako je glukdza, manoza a galaktoza (Hammerstedt et Lardy, 1983).

K fedéni ejakulatu se nejcastéji, jako slozky fedidla, pouziva vaje¢ny Zloutek,
glycerol a laktdza. Tyto latky pomahaji ochranit spermie proti mrazu (Dunbar, 1979),
ale pii pouziti vaje¢ného zloutku vznikaji rizika, jako naptiklad mikrobialni
kontaminace (Viahwanath et Shannon, 2000). Nékteré slozky vajecného zloutku také
ovliviiuji funkéni vlastnosti spermii a centrifugace by mohla pomoci tento problém
vytesit (Wall et Foote, 1999). Pti kryokonzervaci hiebc¢iho ejakuldtu byla pouzita dvé
fedidla obsahujici laktozu, vajecny zloutek a bud’ 3,5 % ethylen glykolu (EG), nebo 5 %
acetamid. Pied zmrazenim byly vzorky centrifugovany, ale az po natedéni fedidlem. Po
rozmrazeni byla procenta spermii s neposkozenou membranou 35,1 % u fedidla s 3,5 %
EG a 36,9 % u fedidla s acetamidem (Snoeck et al., 2012). Pokud byl psi ejakulat
urceny ke kryokonzervaci centrifugovan jesté pred ziedénim, doslo ke zvySeni procent
zivych bungk, oproti necentrifugovanému ejakulatu (64,9 % a 51,4 %; Schafer — Somi
et al., 2006).

Také nebyl zaznamenan vyznamny rozdil v motilité, viabilit¢ a integrité
akrozomalni membrany spermii, pokud bylo semeno zmrazeno ihned po odbéru,
centrifugaci a nafedéni (CaniPRO Freeze A) nebo az po 24 hodinach ve 4 °C (Hidalgo
et al., 2014). Védci téZ srovnavali rozmrazené centrifugované sperma s Androcoll-C
(centrifuga¢ni médium) a necentrifugovany rozmrazeny ejakulat (Dorado et al., 2013)
a zjistili, ze vyssi kvality, tedy vétsi motility spermii, bylo dosazeno v prvnim ptipade,
kdy bylo zjisténo 38,5 % vysoce aktivnich spermii. Urbano et al. (2013) takeé zjistili, ze
kryokonzervace nema vliv na fragmentaci DNA a centrifugace s pouzitim Androcoll-C
zlepsila zivotnost DNA u rozmrazenych vzorkt. Pfi porovnavani vlivu kondenzovaného
mléka s glukézou a Tris — fruktézového fedidla bylo zjisténo, Ze obé fedidla maji
porovnatelny vliv na funkéni vlastnosti kryokonzervovanych psich spermii.

U kondenzovaného mléka bylo dosaZeno vyssi motility, mensiho poSkozeni akrozomii

31



a mensiho poc¢tu morfologickych defektii, ale rozdily nebyly priikkazné (Baran et al.,
2012).

Déle se zkoumaly napftiklad ucinky sacharidi, pouzitych k fedéni ejakulatu, na
kvalitu spermii (Yildiz, 2000). Disacharidy, kromé laktozy, redukovaly po rozmrazeni
pocet mrtvych spermii a procento poskozenych akrozomi, zato na motilitu vliv nemély.
Monosacharidy, zvlasté fruktoza a xyloza, zlepsily motilitu, zvysily viabilitu a pocet
neposkozenych akrozomu. Galaktoza, laktéza, theraléza, maltoza a sachardza
redukovaly poskozeni akrozomu v equilibrovanych vzorcich (EQ), ale nezvysily
motilitu a prezitelnost pfi EQ. Theraloza, xyloza a fruktéoza vyrazné zvysily pocet
aktivnich spermii po rozmrazeni ve srovnani s ostatnimi sacharidy a kontrolni skupinou.
Sacharidy tedy ovliviiuji kvalitu spermii a jejich dopad na urcitou oblast hodnocenych
parametri zavisi na typu pouzitého sacharidu (Yildiz, 2000). Pfi pouziti glukozy
(koncentrace 300 mM) v kombinaci s TRIS fedidlem je motilita a viabilita spermii vyssi
(42 % a 41 %), nez pti pouziti fedidel s obsahem glycerolu (Yu, 2014).

Pefia et al. (2000) dosahli nejvyssi viability a termorezistence spermii po
rozmrazeni, pokud pouzili TRIS — glukézové ftedidlo s vajeCnym zloutkem, 7%
glycerolem a 0,5% Equex. Vzorky byly fedény ve dvou krocich namisto jednoho
a lepsich vysledkd dosahli rozmrazovanim pii 70 °C po dobu 8 sekund, nez pii 37 °C
a 15 sekund. Equex dale zvySuje permeabilitu membrany a redukuje osmoticky stres
béhem zmrazovani a rozmrazovani (Arriola et Foote, 1987).

Pokud je nutné ejakulat pstt mrazit, semeno vhodné pro kryokonzervaci by mélo
mit >70 % motilnich a morfologicky normélnich spermii a koncentraci >50 x 10°
spermii v nativnim ejakulatu. Je vhodné ho fedit tak, aby v 1,5 ml fedidla bylo 100 mil.
motilnich spermii. Dulezité je dodrzet Cas ekvilibrace, aby mély spermie ¢as na
vylouceni piebytecné vody. Nakonec se ejakulat plni do pejet o objemu 0,5 ml
(Kosiniak — Kamysz et al., 2007).

Naplnéné pejety se nejdiive ochladi deset minut nad parami z dusiku (—120 °C)
a teprve poté, se do n¢j ponofti. Jesté je mozné pouzit pocitacove fizené zmrazovani, coz
ale navySuje cenu celého procesu (Parkinson, 2001). Bylo prokazano, ze na
Zivotaschopnost spermii (viabilitu) ma vliv i délka mraziciho procesu. U fedidla
urceného pro psy byla viabilita spermii po rozmrazeni vyssi, pokud proces mrazeni trval

30 minut (49,4 %) a ne 60 minut (44,0 %; du Bois et al., 2012). Rozmrazovani musi byt
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rychlé, protoze pomalé umoziuje rekrystalizaci ledu v buiikédch a zpiisobuje poskozeni
membrany (Salisbury et al., 1961). Kryokonzervované inseminac¢ni davky se rozmrazuji
ve vodni lazni bud’ po dobu 5-8 sekund pii 70 °C (Rodenas et al., 2014), nebo 1 minutu
ve 37 °C (Kurien et al., 2012). Po rozmrazeni by m¢lo byt motilita spermii alespon
30 %. Navic Neves et al. (2009) zjistili, ze pii rozmrazovani psiho ejakulatu zplisobuje
teplota 52 °C vice akrozomalnich abnormalit, nez teplota rozmrazovani 37 °C.

U skotu bylo zjisténo, Ze na viabilitu a motilitu spermii nema vliv technika
zmrazovani (Forero — Gonzalez et al., 2012). I kdyz ejakulat byka ve vétSiné pripadu
neni pfed nafedénim centrifugovan, u psiho ejakulatu bylo po rozmrazeni pozorovano
zvyseni procent zivych bunék, pokud byl ejakulat pred nafedénim centrifugovan, nez

kdyz centrifugovan nebyl (64,9 % a 51,4 %; Schifer — Somi et al., 2006).

33



4 Material a metody

4.1 Zvirata

Ejakulat byl ziskdn od 7 pst plemene sibifsky husky (H) ze soukromé
chovatelské stanice a od 5 némeckych ovéaki (NO) ze Stfediska specialnich
kynologickych ¢&innosti Policie CR Domasin. Staii psti bylo v rozmezi od 1 roku

do 9 let.

4.2  Odbér

Kazdy pes byl odebran minimalné jednou, vétSina z nich dvakrat, pficemz
odstup mezi jednotlivymi odbéry ¢inil 24 hodin. Odbér byl proveden digitalni
manipulaci do jednordzovych kalibrovanych zkumavek. Pouzita byla pouze druha,
spermaticka frakce ejakulatu. Thned po odbéru byl stanoven objem, motilita a viabilita
pomoci eosin — nigrosin barveni. Primérny objem spermatické frakce €inil u plemene
sibifsky husky 1 ml, u némeckych ovédka 1,5 ml. K hodnoceni motility byl pouzit
mikroskop Nikon Eclipse Ci—L s fazovym kontrastem, zvétSeni 100 x. Pro potieby
mrazeni se pouzival ejakulat s motilitou vyssi nez 70 %. Koncentrace byla stanovena

hematocytometrickou metodou, pomoci Biirkerovy komurky.

Tab. 1: Pocet odebranych vzorki podle fedidla, plemene a odbéru.

Filemeno Husky (N =7) NO (N =5) Celkem
Redidlo | 1.odbér | 2.odbér | 1.odbér | 2. odbér
NOEY 17 7 22 17 63
NOCY 17 6 21 16 60
CFEY 17 6 23 16 62
CFCY 15 6 20 14 55
66 25 86 63
Celkem o1 149 240
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43  Redidla

Ejakulat byl rozdé€len na Ctyfi Casti, které se lisily pouzitymi fedidly.

1. NOEY - tzv. norské fedidlo podle Martins — Bessa et al. (2006) s modifikaci, a to
pridani pouze 3,6 ml glycerolu na 200 ml fedidla. Vysledna osmolalita byla 844 mOsm.
Toto fedidlo se skladalo z TRIS, kyseliny citronové, fruktdzy, glycerolu,
benzylpenicilinu, streptomycinu, vajecného Zloutku a destilované vody. Vysledné
pH bylo 6,62.

2. NOCY - stejné slozeni jako v prvnim pfipad¢, ale s centrifugovanym vajeCnym
Zloutkem.

3. CFEY - komer¢né vyrabéné fedidlo CaniPlus Freeze (Minitiibe, Némecko)
s pfidanim 20 obj. % vajecného Zloutku. CaniPlus Freeze se skladalo z purifikované
vody, TRIS, kyseliny citronové, cukru, antioxidantl, glycerolu, antibiotik a vlastnich
komponenti.

4. CFCY — CaniPlus Freeze (Minitiibe, Némecko) a 20 obj. % centrifugovaného

vajecného Zloutku.

Ejakulat
. N\ é
CaniPlus Norway
Freeze (CF) ext. (NO)
J .
| | |
CF + vajecny CF + NO + vajecny NO +

zloutek CFEY centrifugovany zloutek NOEY centrifugovany
zloutek CFCY zloutek NOCY
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4.4 Mrazeni

Zloutek byl, mimo centrifugace, piipraven podle postupu Fernandez — Santos
etal. (2006) ze slepicich vajec. Vejce byla rozbita a Zloutek byl oddélen od bilku.
Nasledné byl jesté vysuSen na filtratnim papife, aby se zbavil chaldzového bilku
a zbytkli albuminu. Pozdé&ji se roziizl skalpelem a obsah se nasél jehlou do sterilni
stiikacky. Ziskany zloutek se fedil destilovanou vodou v poméru 1:3 a centrifugoval
(Klarifikoval). Redidla se pomalu smichala se Zloutkem a pfipravila se v pozadovaném
mnozstvi do zkumavek. K manipulaci se pouzivaly sterilni $pi¢ky, nebo stfikacky se
sterilnimi jehlami. Odebrany ejakulat se nechal centrifugovat 2 x pii rfc 4000 g, dokud
V supernatantu zbyvalo jen malé mnozstvi spermii. Supernatant se nasledné odsal
aptidal se ptislusny objem fedidla tak, aby vysledna koncentrace byla
100-200 mil./0,5 ml. Teplota fedidla a ejakulatu se liSila max. o £ 1 °C. Davky byly
plnény do pejet o objemu 0,25 ml pti pokojové teploté. Pejety se nasledné ochladily
Vv chladni¢ce na 5 °C. Po dvou hodinach ekvilibrace se drzely 20 minut ve stojanu
4-5 cm nad hladinu tekutého dusiku (Ny), kde byla teplota -90 °C. Po dalSich

20 minutach se vlozily, otevienym koncem nahoru, do kontejneru s tekutym No.
4.5  Hodnoceni viability

Ejakulat byl rozmrazovan po dobu 1 minuty ve vodni lazni o teploté 37-38 °C.
Po rozmrazeni se rozdé¢lil na dvé c¢asti. Prvni ¢ast (TO) se nafedila fyziologickym
roztokem o pH 6,8 a nechala se 5 minut inkubovat ve vodni lazni (38°C). Druha ¢ast
(T30) se nechala inkubovat 30 minut a nasledoval stejny postup.

Pro fluorescenc¢ni barveni podle Harrison et Vickers (1990) byl pouzit
carboxyfluoresceindiacetat (CFDA; Sigma — Aldrich, CR) propidium iodid (PI; Sigma —
Aldrich, CR) a 0,3% roztok formalinu. Chemikaélie se vyjmuly z mrazaku 15 minut pied
pouzitim a vlozily se do inkubdtoru (37°C). Néasledn¢ se pipetovaly do 0,5 ml
zkumavek eppendorf v poméru 2,1 ul CFDA, 2,1 pul PI, 1 pl 0,3% formalinu. Po celou
dobu byly uchovéavany ve tmé¢ a v teple.

Do takto ptipravenych zkumavek eppendorf se ptidalo 100 ul suspenze spermii
o koncentraci 10°-10" sp. ml™*. Vzorky se nechaly inkubovat 10 minut ve tmg,

pti 37 °C. Po vyjmuti z inkubatoru se naneslo 8 pl vzorku na vyhiaté podlozni sklicko,
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piikrylo se krycim sklickem, a to se zafixovalo lakem na nehty. Ptipraveny vzorek se
nechal zaschnout na vyhtivaci desticce. Nasledné se pozoroval pod fluorescenénim
mikroskopem.Hodnotilo se 200 spermii na sklicko. Vysledkem byl procentudlni podil

zivych (Z), mrtvych (M) a umirajicich (moribundo, MOR) spermii.

2ivé moribundo mrtvé
(MOR) (M)

0§

Vysledky byly vyhodnoceny v programu STATISTICA ver. 12 (StatSoft).

4.6 Statistika

Pro porovnéni rozdilu mezi dvéma proménnymi, v naSem piipadé¢ plemeny, Casy
inkubace a odbéry byl pouzit t — test pro zavislé vybéry. Pro vyhodnoceni dat tfidénych
podle ftedidla byla pouzita jednofaktorova ANOVA, které predchazel Leventv
a Shapiro—Wilkstv test normalniho rozdéleni dat. Data byla hodnocena na hladiné
vyznamnosti P = 0,05. Hodnoty ve vSech tabulkach se rovnaji aritmetickému priméru

sledovanych vzorkl + smérodatna odchylka.
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3) Vysledky

5.1  Vztah mezi plemenem a poradim odbéru

V prvnim odbéru se ve vSech kategoriich hodnocenych spermii statisticky
vyznamné 1i§i plemeno husky od plemene NO (P < 0,01; Tab. 2). Ve druhém odbéru
se plemena vyznamné 1isi jen v kategorii MOR (P < 0,05).

Prvni a druhy odbér se statisticky vyznamné lisi v procentudlnim zastoupeni
vSech kategorii hodnocenych spermii u plemene NO. Plemeno husky se mezi odbéry
statisticky vyznamné 1i§i pouze v procentudlnim zastoupeni spermii MOR (P < 0,05).

V prvnim odbéru dosahlo vyssiho procenta Z spermii plemeno husky, ve druhém
odbéru naopak plemeno NO, i kdyz spermii M mé ve druhém odbéru plemeno NO vice,
nez plemeno husky. Plemeno husky dosahuje v kategorii spermii MOR v obou odbérech

vysSich procent, nez je tomu u plemene NO.

Tab. 2: Procentualni zastoupeni hodnocenych kategorii spermii v ¢ase TO v zavislosti

na plemeni a potadi odbéru.

Odbér 1 2
Plemeno 7z M MOR 7z M MOR
Husky | 33,6+17,3* | 63,1+16,4* | 33+33" | 287+165 | 658+13,7 | 55+45%
NO | 26,0+10,6™ | 72,9+10,7" | 1,1+15" | 30,6 +13,9° | 66,2+12,8° | 3,2+3,6"

%2 ¢ Hodnoty s riznym oznadenim ve sloupci se statisticky vyznamné 1idi na hladingd vyznamnosti
P <0,05.

12 Hodnoty s riznym oznagenim v Fadku se statisticky vyznamné 1i3i na hladin& vyznamnosti P < 0,05.

Stejné jako v Case TO se na hladiné vyznamnosti P < 0,01 plemena statisticky
vyznamné 1i§i V procentudlnim zastoupeni hodnocenych kategorii spermii pouze
v odbéru 1 (Tab. 3). Vodbéru 2 se statisticky vyznamné lisi mezi plemeny pouze
kategorie spermii MOR (P < 0,05).

V prvnim a druhém odbéru se statisticky vyznamné 1isi pouze plemeno NO
(P <0,01). Plemeno husky se vzhledem k pofadi odbéru nelisi ani v jedné kategorii
spermii. Vys§ich hodnot spermii Z dosahuje plemeno husky v odbéru 1 a plemeno NO

vodbéru 2. I kdyz ve druhém odbéru plemene husky polet spermii Z klesl, pocet
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M zlstal téméf stejny. Druhy odbér se vyznacuje zvySenymi procenty spermii MOR

u obou plemen.

Tab. 3: Procentualni zastoupeni hodnocenych kategorii spermii v ¢ase T30 Vv zavislosti

na plemeni a potadi odbéru.

Odbér 1 2
Plemeno Z M MOR Z M MOR

Husky | 28,3+156* | 683+153" | 34+33" | 27,7+153 | 681+145 | 4,3+31°

NO 222+92" | 767+94™ | 1,1+18" | 29,1+11,3° | 684+10,8° | 2,6+3,3"

&% ¢ Hodnoty s riznym oznadenim ve sloupci se statisticky vyznamné 1idi na hladind vyznamnosti

P <0,05.

12 Hodnoty s riiznym oznagenim v Fadku se statisticky vyznamné 1i3i na hladin& vyznamnosti P < 0,05.

Tab. 4: Procenta zivych spermii sefazenych od nejvyssiho k nejniz§imu.

Plemeno | Potadi odbéru Cas Procenta Z
inkubace
Husky 1 TO 33,6 %
NO 2 TO 30,6 %
NO 2 T30 29,1 %
Husky 2 TO 28,7 %
Husky 1 T30 28,3 %
Husky 2 T30 27,7 %
NO 1 TO 26,0 %
NO 1 T30 22,2 %

5.2  Vztah mezi plemenem a ¢asem inkubace

Vzhledem k ¢asim inkubace se V procentudlnim zastoupeni jednotlivych

kategorii spermii mezi sebou ob¢ plemena statisticky vyznamné 1isi (P < 0,01; Tab. 4).

Cas inkubace ma statisticky vyznamny vliv pouze na procentualni podil spermii Z a M

u plemene NO. Na procentualni zastoupeni jednotlivych kategorii spermii plemene

husky nema cas inkubace statisticky vyznamny vliv. Plemeno husky v obou casech

inkubace dosahuje vys$Siho procenta spermii Z, nez plemeno NO, a zaroven nizSich
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procent spermii M. Slabou strankou plemene husky je vyssi pocet spermii MOR v obou

¢asech.

Tab. 5: Procentudlni zastoupeni hodnocenych kategorii spermii v zavislosti na plemeni

a Case inkubace.

Cas TO T30

~ ~

Plemeno Z M MOR Z M MOR

Husky | 32,3+17,1* | 63,8+157* | 3,9+38" 28,1+154 | 682+15,0" | 3,7+3,3"

NO 27,9+12,3 | 70,1 £12,1” | 2,0+2,8° | 250+£10,6> | 73,2+10,8" | 1,7+2,6

&P ¢ Hodnoty s riznym oznadenim ve sloupci se statisticky vyznamné 1idi na hladind vyznamnosti
P <0,05.

12 Hodnoty s riiznym oznagenim v Fadku se statisticky vyznamné 1i§i na hlading vyznamnosti P < 0,05.
5.3  Vztah mezi poradim odbéru a ¢asem inkubace

Potadi odbéru se V procentudlnim zastoupeni jednotlivych kategorii spermii
u obou plemen statisticky vyznamné lisi (P < 0,05) v obou ¢asech inkubace, az na
spermie M v ¢ase TO (Tab. 5). Samotné ¢asy inkubace se V procentualnim zastoupeni
spermii mezi sebou statisticky vyznamné li§i v kategoriich Z a MOR u odbéru
1 (P <0,01) av kategorii spermii Z u odb&ru 2 (P < 0,05). V odbéru 2 stouplo v obou
¢asech procento MOR spermii. U odbéru 1 dopadl procentualné 1épe ¢as inkubace TO,

U odbéru 2 naopak ¢as T30, 1 kdyZ v tomto ptipad¢ stoupl i pocet spermii M.

Tab. 6: Procentualni zastoupeni hodnocenych kategorii spermii v zavislosti na potadi

odbéru a Case inkubace.

Cas TO T30

~ ~

Odbér V4 M MOR V4 M MOR

1 293+ 14,4 | 68,7+14,3 | 2,0+£2,7% | 24,8+ 12,7 | 73,1 +12,9* | 2,1 +2,8%

2 24,7+ 13,1 | 66,1 13,0 | 3,9+4,0° | 28,7+12,5 | 683+11,9° | 3,0+3,3"

%2 ¢ Hodnoty s riznym oznadenim ve sloupci se statisticky vyznamné 1idi na hlading vyznamnosti
P <0,05.

2 Hodnoty s riiznym oznaenim v adku se statisticky vyznamné 1i§i na hlading vyznamnosti P < 0,05.
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5.4  Srovnani riznych druhi Fedidel v zavislosti na ¢asu inkubace

Mezi dvojicemi fedidel NOEY, NOCY a CFEY, CFCY je u obou cast
inkubacemezi vSemikategoriemi spermii statisticky vyznamny rozdilv procentudlnim
zastoupeni (P < 0,01; Tab. 6). V ptidavku klarifikované¢ho Zzloutku a neupravené¢ho
zloutku je statisticky prikazny rozdil v zastoupeni spermii MOR pouze mezi fedidly
NOEY a NOCY (P <0,05). Cas inkubace ma statisticky vyznamny negativni vliv na
pocet zivych a mrtvych spermii u komeréné vyrabénych fedidel CFEY (P < 0,01)
a CFCY (P < 0,05). Po 30 minutach inkubace klesa procento zivych spermii a stoupa
pocet mrtvych i u fedidel NOEY a NOCY, ale rozdil neni statisticky prikazny.

Tab. 7: Procentualni zastoupeni hodnocenych kategorii spermii V zavislosti na

pouzitém fedidle a ¢ase inkubace.

Cas TO T30
Redidlo 7z M MOR 7z M MOR
NOEY | 225+12,8° | 742+13,1° | 32+3,1% | 21,8+11,7% | 753+122% | 2,8+2,8°
NOCY | 21,9+11,6° | 732+11,0° | 49+4,6"° | 20,4+95" 752+99% | 44+42°¢
CFEY | 37,0+13,7" | 61,8+13,8" | 12+1,6" | 30,2+12,4" | 68,6128 | 1,2+ 1,6°
CFCY | 38,0+10,6™ | 60,3+10,9" | 1,6+1,8" | 329+12,5” | 657+132"2 | 1,4+1,5"

&P ¢ Hodnoty s riznym oznadenim ve sloupci se statisticky vyznamné 1i§i na hlading vyznamnosti
P <0,05.

2 Hodnoty s riznym oznagenim v Fadku se statisticky vyznamné li§i na hlading vyznamnosti P < 0,05.

5.5  Srovnani riznych druhii Fedidel v zavislosti na poradi odbéru

Statisticky vyznamné rozdily v procentualnim zastoupeni jednotlivych kategorii
spermii jsou patrné z Tab. 7 mezi skupinami fedidlem NOEY, NOCY a CFEY, CFCY,
a to v prvnim odbéru v kategoriich M a MOR (P < 0,05; P <0,01, dle uvedeného
pofadi) a ve druhém odbéru v kategoriich Z a M (vie P < 0,01). V prvnim odbéru
v kategorii Z a ve druhém odbéru v kategorii MOR se procenta spermii statisticky
prikazné liSi pouze mezi fedidly NOEY a CFEY, tedy fedidly S neupravenym
Zloutkem. Redidla CFEY a CFCY dosahuji vyrazné vyssich procent Zivych spermii nez
fedidla NOEY a NOCY (P < 0,05). Nejméné¢ zivych spermii je patrné u fedidla NOCY
ve druhém odbéru, kde klesa pod 20 %.
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Prvni a druhy odbér se statisticky vyznamné lisi pouze v procentech spermii
kategorie MOR, ato utedidel NOEY a CFCY (P < 0,01; P < 0,05, dle uvedeného
potadi) a v kategorii spermii Z fedidla CFEY (P < 0,05). Pouze u fedidla CFCY doslo
ve druhém odbéru ke zvyseni poctu zivych spermii. U ostatnich fedidel procentudlni

zastoupeni zivych spermii ve druhém odbéru Kleslo.

Tab. 8: Procentudlni zastoupeni hodnocenych kategorii spermii v ¢ase TO Vv zavislosti

na pouzitém fedidle a potradi odbéru.

Odbér 1 2
Redidlo Z M MOR Z M MOR
NOEY | 27,8+132%" | 67,0+14,1° | 33+23" | 21,2+12,3 | 742+114* | 46+ 3,7
NOCY | 23,7+12,7" | 71,3+124° | 51+3,9% | 171+89 | 755+84% | 74+49"
CFEY | 412+14,1" | 569+145" | 19+1,8" |407+11,4" | 580+116° | 13+13"
CFCY | 383+11,7*°| 60,1+120 | 16+1,4" | 406+7,9" | 574+77" |20+21*%

&P ¢ Hodnoty s riznym oznaenim ve sloupci se statisticky vyznamné lisi na hlading vyznamnosti
P <0,05.

12 Hodnoty s riznym oznagenim v Fadku se statisticky vyznamné 1i3i na hladin& vyznamnosti P < 0,05.

V kategorii spermii Z u prvniho odbéru se statisticky vyznamné li§i pouze
fedidla NOCY a CFCY (P < 0,05), tedy obé¢ s centrifugovanym Zloutkem (Tab. 8).
NOCY v tomto ptipadé¢ dosahuje nejniz§ich procent zivych spermii, CFCY naopak
nejvyssich, stejné tak i u druhého odbéru. V kategorii spermii M u prvniho odbéru se
fedidla mezi sebou vyznamné neli$i. V prvnim i druhém odbéru dosahuje pomérné
vysokych hodnot v kategorii MOR ftedidlo NOCY. Ve druhém odbéru stoupl pocet
zivych spermii, a zaroven klesl poc¢et mrtvych, u fedidel CFEY a CFCY. Ve druhém
odbéru se V procentualnim zastoupeni jednotlivych kategorii spermii mezi sebou
statisticky vyznamné 1isi fedidla NOEY, NOCY s fedidly CFEY, CFCY(vse P <0,01),
kromé zastoupeni spermii v kategorii MOR, kde se lisi fedidlo NOCY se vSemi
ostatnimi. Mezi prvnim a druhym odbérem je vyznamny rozdil pouze u fedidla NOCY
v kategorii MOR a u fedidla CFEY v kategoriich Z a M. V &ase T30 doslo u fedidel

CFEY a CFCY u druhého odbéru ke zvySeni procentudlniho zastoupeni Zivych spermii.
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Tab. 9: Procentualni zastoupeni hodnocenych kategorii spermii v ¢ase T30 v zavislosti

na pouzitém fedidle a potradi odbéru.

Odbér 1 2
Redidlo 7 M MOR Z M MOR
NOEY | 241+112 | 723+12,0 | 3,6+2,7 | 239+12,2° 73+11,9° | 3,1+29*°
NOCY | 21,0+105* | 734+111 |56+39" | 184+76° | 758+76" | 57+4,6™
CFEY | 325+128"| 658+130" | 1,7+1,5" | 36,0+10,3"* | 62,5+10,8" | 1,6+1,7°
CFCY | 353+13,0° | 630+136 | 1,7+13" | 379+109° | 60,5+118° | 1,6+1,8°

&2 ¢ Hodnoty s riznym oznadenim ve sloupci se statisticky vyznamné 1idi na hladind vyznamnosti

P <0,05.

2 Hodnoty s riznym oznagenim v fadku se statisticky vyznamné 1isi na hladin& vyznamnosti P < 0,05.

5.6

Srovnani riznych druhii Fedidel v zavislosti na plemenné prisluSnosti

Z tabulky 9 je patrny statisticky vyznamny rozdil Vv procentudlnim zastoupeni

jednotlivych kategorii spermii mezi fedidly NOEY, NOCY a CFEY, CFCY (vse

P <0,01), az na kategorii MOR plemene husky, kde je statisticky vyznamny rozdil mezi
fedidly NOCY a CFEY, CFCY (P < 0,01), a kategorii Z plemene NO, kde se NOEY

statisticky vyznamné

lisi s CFCY,

a NOCY sCFEY a CFCY (P<0,01).

V procentualnim zastoupeni spermii kategorie M u plemene NO se statisticky
vyznamné lis§i pouze NOEY aNOCY s CFCY (P < 0,01). Vramci jednoho druhu

fedidla je patrny procentualni rozdil mezi pouzitymi zloutky pouze u plemene NO
kategorie spermii MOR, a to mezi fedidly NOEY a NOCY (P < 0,05).

Meziplemenny rozdil je prikazny u fedidla CFEY, a to v procentualnim

zastoupeni spermii Z a M, a u fedidla CFCY v Kkategorii MOR (vie P < 0,01). U fedidla

NOEY dosahuje vyssich procent spermii Z plemeno NO, ale rozdil neni statisticky

pritkazny. U fedidel NOCY, CFEY a CFCY je trend opa¢ny. Procenta spermii Z jsou

vys8i u plemene husky, rozdil je ale statisticky prikazny jen v ptipadé fedidla CFEY

(P <0,01). U v8ech fedidel dosahuje plemeno husky v kategorii MOR vysSich ¢isel,

nez plemeno NO (P <0,01). U plemene husky, u fedidel s centrifugovanym zloutkem,

zv1a§té pak u fedidla CFCY, dochézi ke snizeni procent spermii Z, oproti fedidlim

s neupravenym zloutkem, rozdily ale nejsou statisticky prikazné. U plemene NO, pouze
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Vv jediném piipad¢ (fedidla CFEY a CFCY), doslo ke zlepSeni v poc¢tu zivych spermii

ve prospéch  klarifikovaného

zloutku, rozdil

také neni statisticky prikazny.

Pozoruhodny je pak zvlasté vysoky procentualni podil spermii MOR u obou plemen.

Nejvyssiho procenta spermii Z bylo dosazeno u fedidla CFEY plemene husky

v éase TO. Naopak u plemene NO vcase TO dopadlo 1épe fedidlo CFCY

s centrifugovanym zloutkem.

Tab. 10: Procentualni zastoupeni hodnocenych kategorii spermii v ¢ase TO v zavislosti

na pouzitém fedidle a plemeni.

Plemeno Husky NO

Redidlo Z M MOR Z M MOR
NOEY | 23,8+13,5° | 71,6 +13,6° | 4,6+3,0" | 256+124>° | 71,9+12,7% | 2,5+2,8"
NOCY | 23,8+153% | 69,9+13,3% | 6,4+54" | 223+8,6° 72,9+89% | 4,8+3,8%2
CFEY | 43,8+15,7"% | 54,1 148" | 2,1 2,1 | 31,9+10,7" | 67,3+11,0* | 0,8+0,9°
CFCY | 39,2+13,6° | 58,6+13,6" | 22+1,5" 37,2+ 8,4° 61,6+8,7° | 1,2+1,8"

& D¢ Hodnoty s riznym oznaenim ve sloupci se statisticky vyznamné 1isi na hlading vyznamnosti
P <0,05.

12 Hodnoty s riznym oznagenim v Fadku se statisticky vyznamné 1i3i na hladin& vyznamnosti P < 0,05.

Po 30 minutach inkubace jsou z tabulky 10 patrné statisticky vyznamné rozdily
mezi fedidly pouze u plemene husky v procentech spermii Z (fedidla NOEY, NOCY
a CFEY,CFCY; P < 0,01), v kategorii spermii M konkrétné¢ mezi fedidly NOEY
a CFEY a CFCY, NOCY a CFCY (P <0,01; P <0,05; P <0,01, dle uvedeného potadi)
a v kategorii MOR mezi fedidlem NOCY a fedidly CF s obéma typy zloutku (P < 0,01).
Plemeno NO vykazuje statistické rozdily mezi fedidly pouze v procentudlnim
zastoupeni spermii kategorie MOR, kde se 1isi fedidlo NOCY se vSemi zbyvajicimi
(P <0,05).

Mezi plemeny se procentualné 1isi ve vSech kategoriich spermii pouze fedidlo
CFEY (P < 0,01). Redidla NOEY a CFCY se lisi mezi plemeny v zastoupeni spermii
MOR (P < 0,01). Ostatni meziplemenné rozdily nejsou statisticky vyznamné.

V ¢ase T30 dosahuje nejvyssich procent spermii Z fedidlo CFCY, a to u obou
plemen. Plemeno NO doséhlo vys§iho podtu spermii Z nez plemeno husky pouze
u fedidla NOEY. Opét se s nejvyssim poctem spermii MOR u obou plemen setkavame

u fedidla NOCY.
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Tab. 11: Procentualni zastoupeni hodnocenych kategorii spermii v ¢ase T30 v zavislosti

na pouzitém fedidle a plemeni.

Plemeno Husky NO

Redidlo 7z M MOR 7z M MOR
NOEY | 223+10,5° | 73,0+10,6° | 4,7+3,0' | 243+12,5 | 744+13,0 | 1,3 +£2,0*%
NOCY | 21,6 +12,7° | 72.8+12,7*" | 56+44% | 214+71 | 756+7.8 | 3,0+4,0°
CFEY | 36,0+15,5" | 61,6 153> | 2,3+2,0" | 25,5+92% | 74,1+9,5° | 0,4+0,7%
CFCY | 392+16,7° | 584+174° | 24+14" | 302+92 | 695+99 | 04+ 1,4%

& ¢ Hodnoty s riznym oznadenim ve sloupci se statisticky vyznamné li§i na hladiné vyznamnosti

P <0,05.

2 Hodnoty s riznym oznagenim v fadku se statisticky vyznamné 1i§i na hladin& vyznamnosti P < 0,05.
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6 Diskuze

V naSem experimentu ma pofadi odbéru ejakuldtu statisticky vyznamny vliv
na viabilitu psich spermii, konkrétn¢ ve druhém odbéru bylo dosazeno vice zivych
spermii, nez v prvnim (Tab. 2), ale England (1999) zjistil, ze u nativniho ejakulatu
riznych plemen pst bylo dosazeno pouze u 28 % psi vy$siho procenta zZivych spermii
ve druhém odbéru nasledujicim 45-75 minut po prvnim (68,7 % a 69,8 %, dle
uvedeného potadi), u 3 % se hodnoty nezménily a u 69 % psii doslo k poklesu zivych
spermii. Proto by méla byt pfi vyrobé inseminacnich davek vénovana pozornost i tomu,
kdy a kolikrat byl ejakulat odebran jednotlivym psim. V nasem piipadé byl ejakulat
pstiim odebran v rozmezi 24 hodin, ale Gamcik et Kozumplik (1992) tvrdi, Ze u psu je
vhodné provadét jeden odbér za 48 hodin.

Pfi srovnavani plemen bylo zjisténo vice zivych spermii V prvnim odbéru v obou
Casech inkubace (TO 33,6 % a T30 28,3 %) u plemene husky, ikdyz rozdil mezi
pofadim odbéru neni statisticky prukazny. U plemene némecky ovcak bylo zjisténo
naopak statisticky prikazné vice zivych spermii ve druhém odbéru (TO 30,6 % a T30
29,1 %), nez v prvnim (TO 26,0 % a T30 22,2 %). Bartlett (1962) zjistil u dvou
ktizencti, Ze jsou schopni normalni produkce spermii u dvou, maximalné tfi ejakulaci
jdoucich 15 minut po sobé€. Pak vyrazné klesa objem ejakulatu i koncentrace a motilita
spermii, a po 60 minutach, tedy u patého odbéru, jiz nebyly ejakulovany zddné spermie.

V prvnim 1 ve druhém odbéru bylo v ¢ase inkubace TO dosaZeno nejvysSiho
poctu zivych spermii u fedidla CaniPlus Freeze s necentrifugovanym zloutkem
(Tab. 8). Pouze u tedidla CaniPlus Freeze s centrifugovanym Zloutkem doslo ve druhém
odbéru v ¢ase inkubace TO ke zvySeni poctu Zivych spermii, ale bez pritkazného rozdilu
mezi odbéry. U stejného tedidla, ale s necentrifugovanym zloutkem, jako u jediného
doSlo ve druhém odbéru k vyraznému poklesu poctu zivych spermii, to znamena,
ze centrifugovany zloutek muze prispivat ke stabilizaci bunétné membrany po delsi
dobu, jak napovidaji i vysledky v ¢ase inkubace T30 (Tab. 9), kde bylo u obou odbéru
vice zivych spermii v ptfipad¢ fedidla CaniPlus Freeze s centrifugovanym zloutkem.
Ob¢ norska tedidla nedosahuji v prvnim 1 druhém odbéru v Zadném z ¢asi inkubace
vice jak 30 % zivych spermii. Norska fedidla vykazuji v obou casech inkubace

srovnatelny pocet Zivych spermii, z cehoZ vyplyva, Ze norska fedidla poméhaji zachovat
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viabilitu spermii po dels$i dobu, nez fedidla CaniPlus Freeze, u kterych doslo mezi ¢asy
inkubace K vyraznému poklesu poctu zivych spermii v prvnim idruhém odbéru
(P <0,05).

Viabilita spermii zavisi také na ¢asu inkubace. V prvnim odbéru bylo u vSech
pst dosazeno prokazateln¢ vyssi viability spermii, pokud byly vzorky vyhodnoceny
ihned po rozmrazeni. Ve druhém odbéru bylo naopak dosazeno vice zivych spermii
po 30 minutach inkubace (Tab. 6).

Pokud byl ejakulat vysetien ihned po rozmrazeni, a ne az po 30 minutach
inkubace, byla u v§ech psti pozorovana vyssi viabilita spermii (Tab. 5), naptiklad Okano
et al. (2004) v pokusu na biglech zjistili ihned po rozmrazeni 50,7 % spermii
s neposkozenym akrozomem, coZ je vice, neZ v naSem pokusu u obou plemen. Rozdil
V poctu zivych spermii mezi obéma casy inkubace je u plemene némecky ovcak
statisticky prikazny. Cas inkubace ma negativni vliv na poéet Zivych spermii, i kdyz
U plemene husky neni tento rozdil statisticky vyznamny. Ejakulat obou plemen je tedy
urcen k okamzité inseminaci, protoze rychle dochazi k degradaci spermii.

Norska fedidla s necentrifugovanym zloutkem i centrifugovanym Zloutkem
vykazuji v obou Casech inkubace nizky pocet zivych spermii (Tab. 7; 22,5 % + 12,8 %
a21,8 %+ 11,7 %, dle uvedeného potadi). U norskych fedidel po 30 minutach inkubace
pocet zivych spermii statisticky vyrazné neklesl (21,9 % + 11,6 %; 20,4 = 9,5 %), na
rozdil od fedidel CaniPlus Freeze (Tab. 8).

Kurien et al. (2012) pouzil u pst fedidlo Tris ve stejném slozeni jako norské
fedidlo a po rozmrazeni dosel k vysledku 39,5 % Zzivych spermii, tedy zhruba o 20 %
vice, nezV nasem ptipadé. Oliviera et al. (2006) zkoumal integritu plazmatické
a akrozomalni membrany spermii u rozmrazeného ejakulatu fedéného TRIS s5 %
ethylen glykolu a zjistil 49,7 % zivych spermii. Ethylen glykol by tedy mohl mit, oproti
glycerolu pouZitém v naSem experimentu, pozitivn€jsi vliv na integritu membrany.

Ve studii Martins — Bessa (2006), kde pouzily také norské fedidlo, ale s jinou
vyslednou osmolalitou ejakulatu, zjistily v ¢ase inkubace TO 36,5 % Zivych spermii
S neporusenym akrozomem. Po 90 minutach inkubace pocet klesl az na 30,3 %. Ve vyse
zminéném experimentu bylo vyhodnoceno vice zivych spermii, neZ v naSem

experimentu u norskych fedidel s obéma typy zloutku v ¢ase inkubace TO i T30. Rozdil
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je pravdépodobné zplsoben rozdilnou osmolalitou u fedidel pouzitych v nasi studii
a ve studii Martins — Bessa (2006).

V piipad¢é norskych fedidel bylo v obou casech inkubace vice zivych spermii
v fedidle s neupravenym Zloutkem (22,5 %), i kdyZ v prub¢hu ¢asu doslo ke zhorseni,
zato u komercné vyrabéného fedidla CaniPlus Freeze ptezilo v obou casech inkubace
vice spermii v fedidle s centrifugovanym Zloutkem (38,0 %), ale po 30 minutach doslo
také ke snizeni poctu zivych spermii (Tab. 7 a 8). Rozdily mezi pouzitymi Zloutky
vramci jednoho fedidla nejsou statisticky prukazné. V tfedidle CaniPlus Freeze je
obecné dosahovano vyssiho poctu zivych spermii, nez v norskych fedidlech, ale celkové
méné nez napiiklad v pokusu Hidalgo et al. (2014), kde pouzili fedidlo CaniPro Freeze
(Minitiibe, Némecko) a zjistili po rozmrazeni 46,7 % spermii s neporuSenym
akrozomem.

Na zékladé naSich vysledkd lze konstatovat, ze uprava zloutku (centrifugace)
nezhorSuje viabilitu spermii, protoze pii porovnavani klasického a centrifugovaného
Zloutku se hodnoty zivych spermii v ¢ase TO statisticky vyznamné neliSily. U kozlt
pfidani vajecného zloutku do fedidla zvysilo procento motilnich spermii, ale naopak
snizilo integritu membrany (Aboagla et Terada, 2004). Mezi maotilitou a integritou
membrany vSak u psit nebyla zjisténa korelace, proto tyto dva parametry nemuizeme
srovnavat (Szasz et al., 2000). Vyssi viability dosahovaly u kozlt spermie v fedidle
z theralozy, nez z Tris fedidla s glukozou (Aboagla et Terada, 2004), stejné jako zjistil
Yildiz (2000) u psich spermii. Rota et al. (1997) dosahli pti pouziti Tris (fruktdza,
vajecny zloutek, glycerol, Equex STM Paste) po rozmrazeni a 30 minutach inkubace
67,7 % viabilnich spermii. I po 150 minutich inkubace viabilita vyznamné neklesla
(66,5 %), coz je v rozporu s nasimi zavéry, kdy byl zjistén statisticky vyznamny rozdil
ve viabilité spermii mezi ¢asy inkubace u plemene némecky ovc¢ék, ale jiz ne u plemene
husky. Nicméné rozdilné zavéry naSeho experimentu je mozné piisoudit kratSimu ¢asu
inkubace vzorku s CFDA/PI, pouzitim formaldehydu a vyssi inkubacni teploté (37°C),
pficemz nami zvolend metodika hodnoceni procentualniho zastoupeni zivych a mrtvych
spermii vychazi z (Harrison et Vickers, 1990). Meziplemennymi rozdily se prace Rota
et al. (1997) bohuzel nezabyva, nelze tedy fici, zda ma inkubace vyrazny vliv na
viabilitu spermii, ale podle naSich zjisténi zaleZi na odebraném plemeni psa. OvSem

uvedena Vviabilita spermii ve studii Rota et al. (1997) v ¢asech inkubace 1, 2 a 3 hodiny
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nemusi byt jako ukazatel fertility smérodatna, protoze spermie dosahnou délozniho rohu
do piil hodiny od deponace do délohy (Tsuitsui, 1989).

I kdyzZ v ¢ase inkubace T30 doslo u fedidel CaniPlus Freeze u obou typt zloutku
ke statisticky vyznamnému poklesu poctu zivych spermii, stale dosahuji v praméru
alespon 30 % (Tab. 7).

Szasz et al. (2000) srovnavali na psim ejakulatu plemene bulmastif fedidla
Triladyl (MiniTiibe, Némecko), ptivodné urceny pro byky, a norské fedidlo s fruktozou,
vajeCnym zloutkem a glycerolem a rtzné mrazici protokoly. Na rozdil od naSeho
experimentu nezjistili mezi tedidly vyrazny rozdil, pokud byl ale pouzit mrazici
protokol pro byky, pocet neposkozenych akrozomi klesl pod 50 %. Pii pouziti norského
fedidla a norského protokolu mrazeni bylo dosazeno 65 % neposkozenych akrozomi.
Davky oSetfené Triladylem a zmrazené podle norského protokolu byly nasledné pouzity
k laparoskopické intrauterinni inseminaci sedmi fen. Procento zabifeznuti bylo 57 %
avelikost vrhu v priméru 2,8 S§ténat na fenu, tedy pomérné nizka. Zjistili také,
ze integrita akrozomu nekoreluje s motilitou, proto neni mozné podle procent motilnich
spermii usuzovat na procenta spermii s nepoSkozenou membranou, jak tvrdi i Lorton
(2014).

U fedidel CaniPlus Freeze byl zjistén vliv rGznych ¢asii inkubace na viabilitu
spermii, protoZe po 30 minutach doSlo k vyraznému poklesu procent Zivych spermii
(Tab. 7). U norskych fedidel tento trend pozorovan nebyl, z toho 1ze vyvodit, Ze norska
fedidla maji diky svému slozeni lepsi schopnost udrzet spermie viabilni po delsi dobu
od rozmrazeni.

Centrifugovany Zzloutek pouze pomohl v fedidle CaniPlus Freeze udrzet
u plemene husky po 30 minutach inkubace vice zivych spermii, nez u stejného plemene
v ¢ase TO (Tab. 10 a 11), i kdyz vyrobce Vv navodu uvadi, zloutek nijak neupravovat.
Po 30 minutach inkubace dokonce v fedidle CaniPlus Freeze s neupravenym Zloutkem
nedosahlo plemeno némecky ovcak 30 % zivych spermii, a opét centrifugovany zloutek
pomohl udrzet vice zivych spermii oproti necentrifugovanému, tentokrat v obou ¢asech
inkubace. Pouziti norského fedidla, s jakymkoli Zzloutkem, se zda byt u obou plemen
nevhodné, protoze pocet zivych spermii nedosahuje ani 30 %. Centrifugovany zloutek
u norského fedidla ziejm¢ zptisobuje i nartst po¢tu umirajicich spermii (MOR), ktery je

vyznamng¢ vyssi, nez u ostatnich fedidel. Norska fedidla s obéma typy zloutku se u obou
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plemen jevi statisticky vyznamné (P < 0,05) jako méné kvalitni, a to ve vSech
kategoriich spermii.

V praci Strzezek et al. (2012) srovnavali u kiizenca dvé fedidla pro
kryokonzervaci, Tris s celym slepi¢im zloutkem a Tris s lyofilizovanym pStrosim
zloutkem, u kterych zkoumali integritu plazmatické membrany a dosli k hodnotdm
40,6 % + 2,6 % a36,6 %+2.4 % neposkozenych spermii. Redidla se mezi sebou
vyrazné lisila a lepSiho vysledku dosahli pii pouziti lyofilizovaného Zzloutku, ktery
neobsahuje vodu. Diky tomu, Ze bylo pouzito jedno fedidlo, je prokazatelné, ze vliv
na membranu spermii méla uprava zloutku. VIliv vajeéného zloutku na integritu
membrany spermii a na motilitu byl zaznamenan i U kozli (Aboagla et Terada, 2004).

Okano et al. (2004) zjistily u plemene bigl pti pouziti fedidla Tris (vajecny
Zloutek, citrat, glukdza, penicilin, streptomycin) po rozmrazeni 50,5 % + 7,4 % Zivych
spermii. Szasz et al. (2000) u plemene bulmastif pozorovali po rozmrazeni 65 % spermii
s neposkozenymi akrozomy pii pouziti norského fedidla, coz je v rozporu s naSimi
vysledky, kdy bylo zjiS§téno u norskych fedidel s centrifugovanym i necentrifugovanym
Zloutkem 23,8 % zivych spermii u plemen husky a 22,3 % a 25,6 % u plemene némecky
ovCak. Z toho lze vyvodit, Ze spermie riznych plemen psl reaguji na stejné fedidlo
odlisn€ a vliv na viabilitu spermii méa 1 samotnd volba fedidla. Plemenné rozdily
ve viabilité spermii byly zaznamenany i u nativniho ejakulatu ve studii England (1999)
u plemene némecky ovéak, kde bylo pozorovano mensi procento zivych a motilnich
spermii, nez u ostatnich plemen pst, a to 63,4 % vs. 69,9 % a 64,6 % vs. 71,5 %, dle
uvedeného potradi. Diivod téchto meziplemenych rozdili neni znam a bylo by potieba
vySetfit mnoho plemen psti, aby byl objasnén.

Redidlo CaniPlus Freeze s centrifugovanym zloutkem u plemene husky udrzelo
stejny pocet zivych spermii i po 30 minutach inkubace (Tab. 11). U ostatnich fedidel
uplemene husky méla inkubace negativni dopad na zastoupeni Zivych spermii
v gjakulatu (P <0,05). U plemene némecky ovcak doslo poinkubaci ve vsech
kategoriich spermii ke zhorSeni, u zivych a mrtvych spermii se jedna o prikazny rozdil.
Po 30 minutach inkubace doslo u ftedidla CaniPlus Freeze s necentrifugovanym
Zloutkem U obou plemen, a u fedidla CaniPlus Freeze s centrifugovanym Zzloutkem

u plemene némecky ov¢ak, k vyraznému poklesu procent zivych spermii.
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V kategorii moribundo, tedy umirajicich spermii, Se zpravidla vyznamné lisi
norské tedidlo s centrifugovanym Zloutkem od ostatnich fedidel ve vSech

porovnavanych ptipadech.
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Zavér

Cile prace byly splnény, pficemz meziplemenny rozdil byl pozorovan pouze

U jednoho fedidla, s jednim typem zloutku. Tato prace pomohla osvétlit reakce psich

spermii pii procesu kryokonzervace na riazna fedidla a vliv plemene na funkcni

vlastnosti kryokonzervovanych psich spermii. Muize tak byt piinosem pii vyvoji

standardizovanych inseminac¢nich davek pro asistovanou reprodukci psi.

U plemene némecky ov¢ak bylo statisticky prukazné vice zivych spermii
ve druhém odbéru.

Byl prokazan meziplemenny rozdil v po¢tu zivych spermii v 1. i 2. odbéru.

U pst plemene némecky ovcak byl zjistén statisticky prikazny pokles
V procentudlnim zastoupeni zivych spermii po tficeti minutach inkubace.

Oba odbéry se v ¢asech inkubace od sebe statisticky vyznamné 1i8i vV procentudlnim
zastoupeni zivych spermii.

Obé fedidla CaniPlus Freeze s obéma typy zloutku dosahovala priikazné vysSich
procent zivych spermii, nez norska fedidla v obou ¢asech inkubace.

U obou fedidel CaniPlus Freeze Sobéma typy zloutku doslo po 30 minutach
inkubace k pritkaznému snizeni poctu Zivych spermii.

Pokud byl do tedidel pfimichdn centrifugovany a necentrifugovany Zloutek, tak
nebyl pozorovan rozdil v poctu Zivych spermii.

Meziplemenny rozdil v poctu Zivych spermii byl pozorovdn pouze u tedidla
CaniPlus Freeze s necentrifugovanym zloutkem, kdy plemeno husky dosahlo
vyssich hodnot v obou €asech inkubace.

U né€meckych ov¢akla byl rozdil pouze v norském fedidle s necentrifugovanym
I centrifugovanym Zloutkem a fedidlem CaniPlus Freeze s centrifugovanym
zloutkem, a to v ¢ase inkubace TO.

Nejvyssiho procenta zivych spermii (43,8 %) bylo dosazeno v ¢ase TO u plemene
husky v fedidle CaniPlus Freeze s necentrifugovanym zloutkem.

U norského tedidla s centrifugovanym Zloutkem je patrné zvySeni procent spermii
Vv kategorii moribundo oproti zbyvajicim fedidlim v obou ¢asech inkubace, v obou

odbérech 1 u obou plemen psii.
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9 Prilohy

Obr. 1: Schéma mocopohlavni soustavy psa. 1 — pravy mocovod, 2 — télo
mocového méchyte, 3 — mocova trubice, 4 — rameno a kofen pyje, 5 — télo pyje,
6 — zalud pyje, 6'— bulbus glandis, 7 — zatahova¢ pyje, 8 — kone¢nik, 9 —
chamovod, 10 — ampule chamovodu, 12 — prostata, 14 — tfiselné mizni uzliny, 15
— panevni spona, 16 — semenny provazec. A — nadkonecnikovd jama, B —
kone¢nikopohlavni vyhloubeni, C — stydkomé&chytkové vyhloubeni, D — posevni
prstenec, E — posevni kanal, F — poSevni dutina, G — vaz varlete, H — pifedkozka,
| — $ourek, J —hraz (Cerveny, 1999).
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Obr. 2: Schéma varlete u psa. 3 — hlava nadvarlete, 4 — t€lo nadvarlete, 5 — ocas
nadvarlete, 6 — semenny provazec, 7 — chamovod, 8 — varletni vak, 9 — ¢ast

varlatové tepny (Cerveny, 1999).

Obr. 3: Prifez penisem psa. 1 — tunica albuginea, 2 — topofivé téleso, 4 — mocova

trubice, 5 — houbovité téleso, 9 — penisové kost (Cerveny, 1999).
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Obr. 4: Schéma spermie (Dunbar, 1979).
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Obr. 5: Prufez bic¢ikem spermie (Bedford et Hoskins, 1990).
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Kopulace

glandis Vulva  §ourek

Obr. 6: Kopulace (http://www.vetnext.com/search.php?s=onderwerp&id=733412
78957%20250).
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