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)  Uvod

V poslednich letech stoupa zajem o asistovanou reprodukci psii. Jednou z nejvice
vyuzivanych metod je uméld inseminace. Feny mohou byt inseminovany cerstvym,
kratkodobé nebo dlouhodobé konzervovanym ejakulatem (England et al., 2014). Pravé
dlouhodobd konzervace ejakulatu vyrazné rozsifuje vyhody umélé inseminace oproti

prirozenému pribéhu pareni, je vSak spojena i s jistymi problémy.

Kryokonzervace je nefyziologicky proces, béhem kterého jsou bunky vystavovany
fadé stresovych podnéth piisobicich na strukturu a fyziologické pochody spermii a prave diky
témto faktorim je negativné ovlivnéna kvalita kryokonzervovanych spermii. Jejich
fertilizani schopnost je snizovana minimalné o 50 % (Forero-Gonzalez et al. 2012)
vV porovnani s nativnim ejakulatem. Mezi dulezit¢ faktory ovliviiujici  kvalitu
kryokonzervované inseminaéni davky (ID) lze zafadit metodu odbéru ejakulatu (vlastni
provedeni, frekvence a potadi), metodu a kvalitu jeho zpracovani, zptusob uskladnéni
inseminaéni davky (postupy mrazeni) a jeji piipravu K inseminaci. Autorsky tym se zaméfil

piedevsim na dva aspekty — odbér ejakulatu a sloZeni fedidla pouZitého pii kryokonzervaci.

Pokud chtéji chovatelé od plemennych psti vyrobit kryokonzervované inseminacéni
davky, mnohdy se nevyhnou dlouhym cestam do specializovanych pracovist. Vzhledem
k ekonomickym pozadavkiim na vyrobu kryokonzervované ID, se mize opakovany odbér
ejakulatu v kratkém Casovém intervalu, jevit jako vyhodny postup k ziskani vétSiho mnozZstvi
ID od jednoho plemenika. Bylo zjiSténo, Ze kvalita nativniho ejakulétu je ovlivnéna frekvenci
odbért (England et al., 1999; Gunay et al., 2003; Vagenknechtova et al., 2010). Nicmén¢ vliv

opakovanych odbéri ejakulatu na mrazitelnost psiho ejakulatu nebyl doposud zkouman.

Nejpouzivanéj$im nepermeabilnim kryoprotektantem je vaje¢ny Zloutek (Hu et al.,
2010), ktery spermie ovliviiuje jak pozitivné tak v nékterych smérech i negativné. Za jeho
pozitivnimi vlastnostmi stoji slozka LDL — nizko densitni lipoprotein (Moussa et al., 2002),
tvofena predevsim fosfolipidy, triglyceridy a proteiny (Anton et al., 2003). Mezi vlastnosti
LDL patii naptiklad zvySovani antioxidacni aktivity, respektive sniZzovani tvorby volnych
radikalt (Hu et al., 2011) ¢i interakce s proteiny semenné plazmy, které mohou negativné
ovlivnit stabilitu plazmatické membrany spermii v prub&éhu kryokonzervace (Bergeron et al.,
2003). V neposledni fad¢ je také mozna interakce LDL s plazmatickou membranou spermii a

jeji stabilizace vytvofenim ochranné vrstvy (Bergeron et al., 2004). Vaje¢ny zloutek ma vSak
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mimo pozitivnich G¢inka také negativni dopady. Obsah vysoko denzitniho proteinu (HDL) a
nékterych dalSich slozek fedidla spermie zatézuje (Watson, 1981) a muze interferovat pii
hodnoceni spermii (Wall et Foote, 1999). Soucasné existuje u vaje¢ného zloutku riziko
mikrobialni kontaminace (Bousseau et al., 1998). Aktualné byla provéfovana moznost
nahrady vajecného zloutku Vv fedidlech pro kryokonzervaci spermii jeho uc¢innou slozkou —
LDL (e.g. Bencharif et al., 2010). Samotna piiprava frakce LDL, jeji nasledna konzervace a
dialyza konzervacénich latek pied jejim pouzitim ale piedstavuji slozity proces (Moussa et al.,
2002). Nabizi se alternativa v podobé¢ tzv. klarifikovaného vaje¢ného Zloutku, jehoZ ptiprava
centrifugaci je vyznamné jednodussi (Holt et al., 1996) a také by nemél obsahovat skodlivé
Castice obsazené v celém Zloutku (Soler et al., 2003). Pouziti klarifikovaného Zloutku bylo
S riznymi uspéchy testovano u spermii byka (Wall et Foote, 1999), jelenovitych (Fernandez-
Santos et al., 2006) a vlki (Lockyear et al., 2009). Pfi kryokonzervaci ejakulatu pst dosud

tato metoda nebyla provétena.

Autofi metodiky ovéfovali moznost vyuzit klarifikovaného namisto celého Zloutku
k modifikaci kryokonzervaéniho média pro kryokonzervaci spermii pst a soucasné byl
hodnocen vliv opakovaného odbéru v rozmezi 24 hodin na motilitu a integritu plasmatické
membrany psich spermii (Sichtai et al., 2016a). V tomto experimentu bylo zjisténo, Ze
kinematické parametry motility spermii byly ihned po rozmrazeni u obou skupin
v normalnich mezich, v ptipadé pfidani normalniho Zzloutku ovSem dosahovaly vyssich
hodnot. Na integrit¢ plasmatické membrany zmrazenych spermii se efekt Gpravy Zloutku
neprojevil. Dale se da na zdkladé publikovanych vysledkii motility rozmrazenych spermii
(Sichtaf et al., 2016a) fici, Ze jak p¥i pouziti normalniho, tak klarifikovaného zloutku byl
ziskan kvalitngjsi ejakulat z druhych odbéri. Tento trend se ovSem opé€t neprojevil na integrité
plasmatické membrany spermii. V dalsim experimentu (Folkova et al., 2016) byl sledovan
vliv ptidavku klarifikovaného Zloutku a pofadi odbéru na motilitu a viabilitu rozmrazenych
spermii psi Sdelsi sexudlni abstinenci. Na zakladé vysledkl lze fici, Ze ptidani
klarifikovaného zloutku pozitivné ovlivnilo motilitu spermii, piedev§im diky schopnosti
vyznamn¢ zpomalit pokles motility a viability spermii. Tento efekt byl pozorovan ihned po
rozmrazeni vzorkil a po tficeti minutové inkubaci byl jesté vice evidentni. Dale bylo v tomto
experimentu zjisténo, ze opakované odbéry v intervalu 24 hodin poskytly ejakulat vhodny ke
kryokonzervaci, tudiz se da fici, ze ani delSi doba sexualni abstinence pfed odbérem nemusi

znamenat horsi kvalitu odebraného ejakulatu (Folkova et al., 2016).



Autoii predkladané metodiky se také zaméiili na efekt plemenné piislusnosti na
kvalitu kryokonzervovaného ejakulatu po ptidavku klarifikovaného zloutku ziskaného ve 24 h
intervalech (Sichtaf et al., 2016b). Byla potvrzena signifikantni interakce plemene a typu
pouzitého zloutku se vSemi hodnocenymi parametry motility a procentem abnormalnich
akrozomii rozmrazenych spermii. Na druhou stranu nebyl tento trend pozorovan pfi
hodnoceni viability a integrity plasmatické membrany spermii. Navic lze dodat, Ze
kryokonzervované spermie pst plemene husky vykazovali signifikantné lepsi parametry
motility a viability (vyssi procento zivych spermii) ihned po rozmrazeni i po tficetiminutové
inkubaci. Oproti tomu kryokonzervovany ejakulat psi plemene némecky ovéak obsahoval
mén¢ odumirajicich spermii, lep$i integritu plasmatické membrany a nizs§i procento

abnormalnich akrozomu spermii ihned po rozmrazeni i po tficeti minutové inkubaci.

1) Cil metodiky

Hlavnim cilem metodiky bylo ovéfit vliv frekvence odbéru ejakuldtu na kvalitu
kryokonzervovanych psich insemina¢nich davek a zefektivnit i€innost metod kryokonzervace

psiho ejakuléatu cestou modifikace kryokonzerva¢nich médii.

Soucasné zde byla do ucelené podoby soustiedéna i dalsi doporuceni vyplyvajici jak

z dostupné literatury, tak ze zkuSenosti autorského pracoviste.

[11) Vlastni popis metodiky
Piiprava pred odbérem ejakulatu

Odbér semene je prvnim krokem ke zjisténi jeho kvality a kvantity a proces samotny
by mél byt proveden tak, aby se maximalné zachovaly fertilizacni schopnosti ejakulatu. Pti
odbéru je velmi dulezité prostiedi, ve kterém se pes po dobu procesu nachazi. Psi potiebuji
byt uvolnéni a musi se citit pohodIng, strach a bolest u nich zamezuji dosahnuti tplné erekce a
ejakulace. Misto by mélo mit neklouzavy povrch a mél by zde byt naprosty klid. Veskera
manipulace se psem pii odebirani ejakulatu probiha v klidu, s omezenym poctem lidi na
minimum a pokud mozno ve zndmém, idedlné¢ v domdacim prostiedi psa. Diky tomu se

minimalizuje stres psa a tim se zvysi uspesnost odbéru. U bazlivé nebo 1 agresivni reakce se



postupuje v klidu a pomalu, protoze negativni zkuSenost spojend s odbérem spermatu mize
snizit Gspésnost 1 pro dalsi odbéry. V ptipadé, Ze je zviie napjaté, je pro uvolnéni vhodna hra a
psovi, ktery nema zkusenosti s odbérem, mize pomoci pravé pritomnost haravé feny. Velmi
plachym psum je dovoleno hrat si s haravou fenou (pokud je pifitomna), s majitelem nebo s

odbératelem. Ejakulace u pst je dobrovolnym procesem, tudiz k ni nelze nutit.

Pted odbérem je zapotiebi mit zajisténé vSechny pracovniky, ktefi budou manipulovat
se zvitaty. Stejn¢ tak dulezité je mit pfipraveny vSechny potiebné pomucky k jeho provedeni.
Jednd se predevSim o sbérnou nadobu, lubrikacni gel, mikroskop, podlozni a kryci sklicka,
pipetu, fedidla a dal$i potiebné laboratorni vybaveni. V praxi je pro odbér ejakulatu vyuzivana
cela fada zéasobnikl, dulezita je sterilita a inertnost materidlu. K tomuto ucelu lze pouzit
riznych typd sbérnych obali nebo umélé vaginy, vyrobené z gumy ¢i polypropylenu,
zakoncené centrifugani zkumavkou. Doporucujeme vyuzit polypropylenové sbérmé kuzely,
jejichz pouzivani se jevi jako velmi vhodné, protoze pii odbéru zabrainuji ztraté, nebo

kontaminaci vzorku.

Ve veterinarni praxi je ¢asto psim odebiran ejakuldt pro vyrobu mrazené inseminacni
davky néarazové a s dlouhou Casovou prodlevou mezi jednotlivymi odbéry. Navic je pfi
jednorazovych odbérech mozné vyrobit pomérné malé mnozstvi ID. Nabizi se tedy otdzka
moznosti zopakovani odbéru v kratkém intervalu v ramci jednoho pfesunu psa. Autofi
odebirali dva vzorky ejakulatu v rozmezi 24 hodin psim s minimalné tfimési¢ni sexudlni
abstinenci nebo pstim, kteii byli pravideln& vyuzivani ke kryti (Folkova et al., 2016; Sichtaf et
al., 2016a,b). Ani v jednom ptipad¢ nebyly zjistény vyznamné odchylky v kvalité. Opakovany
odbér jako metodicky ptistup proto 1ze doporucit, ovSem individuélni indispozici samoziejme

nelze predem vyloucit.

Odbér ejakulatu

Pes urceny pro odbér ejakulatu musi byt zdravy, bez jakychkoli abnormalit tykajicich
se reprodukce. Néktefi samci nepotfebuji kromé ruéni masaze zadné externi stimuly k
dosazeni erekce. Pokud ovsem tato skutecnost neni pfedem provéiena, je vhodné pro odbér
zajistit haravou fenu, simulace pachu pomoci napf. tampont napusténych moci haravé feny

nemusi dostaovat. Pfitomnost feny navic zajistuje az ¢tyinasobny pocet odebranych spermii.



Pokud je fena piitomna, méla by byt umisténa tak, aby méla alespoii panevni
koncetiny na neklouzavé podlozce, a muze byt opatiena ndhubkem, aby se ptedeslo
pfipadnému ohrozeni psa. Psovi se umozni zkoumat jeji zadni Cast téla, ocichévat, nebo
olizovat jeji vnéjsi genitalie. Odbér semene u psa je relativné snadnd procedura, ktera ale
vyzaduje urcité zkusenosti, predev§im pokud se jednad o odbér pst agresivnéjsi povahy, ¢i pst
vycvicenych k obrané, jako jsou psi sluzebni. Pii odbéru takovych psii je nutnd asistence
psovoda. Psovod nasadi psovi kosik, stoupne si t€sné k hlavé psa a zkrati si délku voditka tak,
aby pes mohl projevovat sexudlni instinkty a zaroven bylo zabranéno nekontrolovatelnému
otoceni psa a ohroZeni osoby odebirajici ejakulat. Psovod ale nemtize zasahovat do prib&éhu
odbéru. Pokud pes nereaguje na hlasové povely a je stale agresivni, doporucuji autoii provést

odbér ejakulatu elektroejakulaci nebo ponechat psa v prirozené plemenitbé.

Pokud je osoba odebirajici ejakulat (,,odbératel*) pravak, méla by ptistupovat ke psu z
levé strany, aby méla penis psa ve své pravé a sbéraci nadobu v levé ruce. Proces zacina
masazi predkozky psa na urovni bulbus glandis (b.g.) do vyvolani ¢aste¢né erekce
nasledované rychlym stazenim predkozky a odhalenim penisu. Je potieba se ujistit, Ze se
penis neztopofil bez stazeni ptedkozky, protoze to byva pro nékteré psy bolestivé. Pokud je
b.g. ptili§ ptekrveny, predkozka se nemusi nechat pfetdhnout. Pokud se tak stane, je zapotiebi

prerusit odbér, rozptylit psa (napt. krmenim nebo kratkou prochazkou) a otok nechat odeznit.

Po pfetazeni predkozky je tfeba simulovat svazani - udrzuje se staly tlak proximalné¢ za
b.g. pomoci ,.krouzku* vytvofeného stlaCenim penisu mezi ukazovackem a palcem. Dalsi
masaz (tam a zpét) neni v této fazi potieba a mize byt kontraproduktivni, protoze tim mtize

dojit k poklesu erekce.

Jakmile je dosazeno plné erekce a je vytvaren tlak ,,krouzkem®, miize se pes pokouset
»svazat“, coz je demonstrovano zvedanim nohy pfes pravou ruku odbératele (pokud je
pravak). Ztopofeny penis je poté potieba jemné otoCit kaudalné¢ 0180°, pfic¢emz je dorsalni
strana penisu udrzovana dorsaln¢. Pii té€chto tkonech je zapotiebi neustale pusobit tlakem za
bulbus glandis (b.g). Odebirat 1ze cely objem ejakulatu nebo pouze jeho druhou,
spermatickou, frakci. Je doporueno odebirat pouze druhou frakci, protoze je tak
minimalizovan negativni vliv prostatické tekutiny na spermie. Spermatickd frakce je
charakteristicka Sedobilou az mlé¢né bilou barvou a dle velikosti psa nabyva objemu 0,1 — 3

ml.



Manipulace se vzorkem ejakulatu

Spermie jako Zzivé, pohyblivé buiky vyzaduji pfi manipulaci specificky pfistup.
Pfedevsim jsou nachylné na nahlé teplotni a osmotické zmény, piisobeni toxickych latek a
mechanické poskozeni. Pfi manipulaci se vzorkem nativniho ejakuldtu po odbéru je nutné
udrzovat stalou teplotu médii uréenych pro fedéni semene i vSech pomticek. Literatura uvadi
doporuceni v rozmezi 20 — 37 °C, nicméné autoii metodiky doporucuji odebrany vzorek
ejakulatu manipulovat a zpracovavat pii laboratorni teploté a pii této teploté uchovavat i

fedici a mrazici média.

Hodnoceni ejakulatu

Ihned po odbéru je nutné odebrany ejakuldt zhodnotit. Makroskopicky se hodnoti
objem, barva, zapach, vzhled a obsah cizich pfimési. Odbér je tedy vhodné provadét do
prihledné a kalibrované nadoby. Mikroskopické hodnoceni v provoznich podminkach
laboratoii sestava ze stanoveni koncentrace, motility a morfologie spermii. Tuto $kalu testi
hodnoticich kvalitu, pfedevS§im zmrazeného ejakulatu lze rozSifit o stanoveni viability a

integrity plasmatické membrany spermii.
Koncentrace

Kurceni koncentrace spermii se vyuzije hematocytometricka metoda a naptiklad
Biirkerova komirka nebo se stanovi automaticky pomoci pfistrojii. Koncentrace spermii

v kvalitnim nativnim ejakulatu vhodného k pfipravé kryokonzervované ID by méla byt
> 300x10° .

Motilita

Motilita je vétSinou hodnocena subjektivné pod mikroskopem vybavenym fazovym
kontrastem pifi stondsobném zvétSeni. Hodnoti se procentualni zastoupeni spermii
S progresivnim pohybem vpfed za hlavi¢kou. DileZité je zhodnotit nékolik mikroskopickych

poli. Kvalitni nativni vzorek ejakulatu by mél obsahovat vice nez 70 % aktivnich spermii.

Mnohem duislednéjsi piistup k hodnoceni motility spermii je mozny za vyuZiti

pocitacem asistované analyzy spermii (Computer Assisted Sperm Analysis — CASA). Systém



CASA sestava z pocitacové stanice se specializovanym software a kamery piipevnéné k
mikroskopu vybavenym negativnim fazovym kontrastem. Nafedény ejakuldt se nanese do
kalibrované poéitaci komiirky, naptiklad Leja®, ktera ma standardni hloubku 20 um (IMV,
Aigle, France). Pro ptfesnost méfeni je nezbytné nafedéni (napi. pufrovanym fyziologickym
roztokem pH 6,8) vzorku ejakulatu na standardni koncentraci (optimalné 30 x 10°® spermii/ml)
a pouziti pfiméfeného objemu kvili omezeni nezadouci turbulence vzorku. U takto
ptipraveného vzorku se pomoci mikroskopu pfti zvétseni 100 x snima minimalné 5 nahodnych

poli a nasledn¢ se hodnoti kinematické parametry spermii (Mortimer, 2000).
Morfologie spermii

Pro hodnoceni morfologie spermii Se pouziva technika barveni naptiklad dle Farrelyho
(Véznik et al., 2004). Ze vzorku ejakulatu se vyhotovi natér na podlozni skli¢cko a necha se
zaschnout. Poté se fixuje v roztoku formaldehydu po dobu 15 sekund a oplachne destilovanou
vodou. Prvni ¢ast barveni probiha po dobu 15 sekund v 5% roztoku anilinové modii a po
jemném oplachu destilovanou vodou nasleduje barveni v 0,5% roztoku krystal violeti po dobu
10 s. Po zavéreéném oplachu destilovanou vodou se zhotoveny preparat necha uschnout.
Nasledné se hodnoti morfologické abnormality minimalné u 200 spermii na vzorek pfi
zvétSeni 1000x za pouziti imerzniho oleje. Vzorek ejakulatu vhodny pro vyrobu
kryokonzervované insemina¢ni davky by mél obsahovat alespon 60 % morfologicky

normalnich spermii.
Integrita plasmatické membrany pomoci HOS testu

Pro hodnoceni integrity plasmatické membrany se pouzivd hypoosmoticky roztok,
ktery se pfipravi smisenim 7,35 g citratu sodného a 13,51 g fruktéozy v 1000 ml destilované
vody. Vysledna hodnota osmolality je v tomto piipadé 150 mOsmol/l. Vzorek spermii — 100
ul se pfida k 900 pl hypoosmotického roztoku, temperovaného na 37 °C. Vznikla suspenze se
inkubuje ve vodni lazni pii 37 °C po dobu 30 minut. Po uplynuti této doby se zhotovi natér na
podlozni sklicka a po zaschnuti se hodnoti pfi zvétSeni 400x minimalné 200 spermii na
vzorek. Neporusena integrita plasmatické membrany spermie se vyjadii jako procentudlni

zastoupeni spermii se stocenym bic¢ikem (HOS+).
Stanoveni viability spermii

Pro stanoveni podilu zivych a mrtvych spermii, respektive viability, lze pouzit

klasického barveni pomoci barev eosin a nigrosin (Kustritz, 2007). Dale lze doporucit
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modernéj$i a presnéjsi postup vyuzivajici fluorescen¢niho barveni (Rijsselaere et al., 2005).
V tomto ptipadé se vzorek spermii po rozmrazeni natedi fyziologickym roztokem (pH 6,8) na
vysledny objem 950 pl a finalni koncentraci 1 x 10° spermii/ml. Poté se k této suspenzi ptida
20 ul karboxyfluorescein diacetatu, 20 pl propidium jodidu a nasledné se spermie fixuji
pomoci 0,3% roztoku formaldehydu. Inkubace probiha za nepftistupu svétla v inkubatoru pfi
37 °C po dobu 10 minut. Nasledn¢ se nanese 7 ul na podlozni sklicko a zamontuje se pod
kryci sklo pomoci laku. Vyhodnoceni se provadi pod fluorescenénim mikroskopem. Zivé
spermie emituji zelenou fluorescenci, mrtvé fluorescenci Cervenou a prechodna kategorie
spermii (moribundo) vykazuje zelenou i ¢ervenou fluorescenci. U kazdého vzorku se hodnoti

minimalné 200 spermii.

Zpracovani ejakulatu

Za ucelem vyroby kryokonzervované inseminacni davky se po odebrani vzorku pro
vstupni vySeteni ejakulatu vzorky centrifuguji po dobu 5 minut pfi 700 g a nasledn¢ se
odebere supernatant. Poté se pfida k centrifugovanému ejakulatu fedidlo pro kryokonzervaci,
tak aby vyslednd koncentrace spermii ¢inila 150 - 200 x 10%ml, jako jedno z komeréné

dostupnych fedidel 1ze pouzit CaniPlus Freeze (Minitiibe, Tiefenbach, Germany).

Do fedidla pro vyrobu kryokonzervované inseminacni davky se aktualn& nejcastéji
pfidava vajecny Zloutek. Jeho ptiprava spociva v ruénim oddéleni zloutku od bilku a poté se
pomoci sterilni injekéni stfikacky nasaje pozadovany objem zloutku (naptiklad 20

objemovych %).

Sohledem na nékteré diskutované problémy s ptidavkem zloutku je moznou
alternativou klarifikovany Zloutek. Pouziti klarifikovaného Zloutku autofi ovéfovali u fedidla
CaniPlus Freeze (Minitiibe, Tiefenbach, Germany) a na zdklad¢ vysledkii lze fici, Ze
klarifikovany Zloutek pozitivn€é ovlivnil nékteré kinematické parametry spermii a jejich
viabilitu (Folkova et al., 2016). Klarifikovany Zloutek se pfipravi tak, ze se opét ru¢né oddeli
zloutek od bilku, nasaje se pozadovany objem pomoci sterilni injekéni stiikacky a natedi se
redestilovanou vodou v poméru 1:3. Nasledné se vznikla suspenze centrifuguje pii 10 000 g
po dobu 30 minut pfi teplote¢ 5 °C. Vznikly supernatant se dale pouzivé jako klarifikovany

zloutek. Opét se pridava obvykle jako 20 objemovych % do fedidla.



Mrazeni ejakulatu

Naredény ejakulat se pIni do pejet o objemu 0,5 ml (Pena et al., 2006). Naplnéné
pejety se poté ekvilibruji na zakladé doporuceni vyrobce fedidla, u vyrobku CaniPlus Freeze
pfi teploté 5 °C po dobu 2 hodin. I kdyz existuji poloautomatické zmrazovaci systémy, v praxi
se pro mrazeni ejakulatu bézn¢ vyuziva polystyrénového mraziciho boxu, kde se pejety ve
vySce 4 cm nad hladinou tekutého dusiku postupné zmrazuji po dobu minimalné 15 minut.

Nasledné¢ se co nejrychleji piemisti piimo do kontejneru s tekutym dusikem.

Rozmrazovani kryokonzervovanych inseminaénich davek

Pejety se rozmrazi za uc¢elem inseminace nebo zhodnoceni jejich kvality nasledujicim
zpusobem. Zavés s insemina¢nimi davkami se vysune do hrdla tak, aby nedoslo k vysunuti
zasobniku s pejetami nad okraj hrdla kontejneru. Zaroven vSak musi byt mozné identifikovat
pejety. V tomto kroku je velmi dulezité disledné dodrzovat co mozna nejrychlej$i manipulaci,
jinak se kryokonzervované davky zacinaji rozmrazovat a po nasledném ponofeni do tekutého
dusiku se opét zmrazuji, coz vede k jejich znehodnoceni. Vybrané pejety pro rozmrazeni se
uchopi peanem nebo pinzetou a ihned se ponoti do vodni lazn¢ vyhtaté na 38 °C po dobu 60

sekund.

V) Srovnani novosti postupt

Inseminace kryokonzervovanym ejakulatem hraje nezastupitelnou roli v procesu
Slechténi piedev§im u hospodaiskych zvirat, ovSem ¢im dal vice se uplatiuje jako metoda
plemenitby i v chovech zajmovych zvifat. 1 kdyz je princip kryokonzervace znam ftadu
desetileti, stdle se hledaji nové postupy zefektivnéni této metody dlouhodobého uchovani

ejakulatu.

V predklddané certifikované metodice je souborné popsana problematika odbéru,
hodnoceni a zpracovani ejakulatu psi. Dale je zde navrzeno casové schéma odbéri ejakulatu
psti a uveden origindlni, vlastnimi vysledky podpoteny postup modifikace kryokonzervacniho

média psiho ejakulatu. Publikovanym vysledkiim ptedchézelo systematické studium odborné



literatury, na které navazovalo experimentalni ovéfeni hypotéz vyzkumnou ¢innosti autort.

Z tohoto pohledu je zpisob zpracovani a zejména obsah metodiky novy a ptvodni.

V) Popis uplatnéni certifikované metodiky

Predklddand metodika bude vhodnou pomiickou pro vSechny subjekty zabyvajici se
kryokonzervaci psiho ejakuldtu. PfedevSim pro veterinarni l1ékare, vyzkumnd a univerzitni
pracovisté. Nové uvedené poznatky budou slouzit jako studijni materidl pii pedagogické a
védecko-vyzkumné cinnosti, ¢imZz se bude zvySovat kvalita vzdéldvani, vyzkumu a
konkurenceschopnosti CR. Sou¢asné piispéje ke zvySovani urovnd zajmové i sluZebni

kynologie.

VI) Ekonomické aspekty

Ekonomicky pfinos predkladané metodiky spocivd zejména v uspoie nékterych
nakladd spojenych s pfirozenou plemenitbou — transport haravé feny s doprovodem ke
krycimu psu na velké vzdalenosti, potfeba dostupnosti kryciho psa a jeho psovoda v piesné
stanoveném terminu. Dale metoda snizuje ztraty v dasledku selhani oplozeni vinou
nekvalitniho spermatu psa, ndklady na lécbu v pfipad¢ ptenosu infekce mezi fenou a psem
nebo v piipad€ poranéni zvitat napf. pii pokusu o kryti v nespravnou dobu.

Dalsim aspektem jsou piinosy pro chovatele jako — moznost odhaleni patologii
pohlavniho tUstroji, moznost vyuziti ejakulatu u vice fen, resp. cilenéjsi vyuziti plemenikd ve
Slechténi, zvySovani kvality potomstva, uchovani genové rezervy, ptipadné ¢asna kastrace psit
vhodnych pro sluZebni vyuziti pti zachovani genetického potencialu psa.

Metoda kryokonzervace spermatu otevird Sir§i moZnosti pro komeréni uplatnéni
plemenika, obchod 1 portfolio specializovanych veterinarnich sluzeb. Uplatnéni vySe
popsanych vyhod lze ocekéavat zejména ve vétSich chovatelskych zatizenich s vyS$$im poctem

chovanych fen.
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