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Biotechnické metody v reprodukci samic lam a velbloudi

Souhrn

Tato prace shrnuje poznatky o biotechnickych metodach v reprodukci samic lam a velbloudu.
Ultrasonografie je jednou z téchto metod, ktera se vyuziva k zmapovani tkani zcela bez pouziti
chirurgie. Provadi se dvéma zptisoby. Uginnost transrektalni metody je velice vysokd a
dosahuje az 91% ptesnosti méteni. Druhym zplsobem je transkutdnni metoda, ktera je méné
ucinnd, nebot’ ultrasonografické viny musi prostupovat skrz dutinu bfisni. Druhou nejvice
vyuzivanou technikou je inseminace. Jednd se o nejucinnéjsi biotechnickou metodu
v reprodukci, nejvice vyuzivanou pii selektivni genetice a zvySeni produkce zvifat.
Inseminac¢ni davka, ktera se pfi této technice vyuziva, se vyskytuje ve tfech variantach. Cerstva
davka, chlazena davka a mrazena s procentem zabteznuti u lam v priméru 50%, 45% a 40%, u
velbloudt 40%, 30%, 10%. Vyhodami inseminace jsou: finan¢ni Uspora, zjednoduseni pareni
a zamezeni zdravotnich rizik. Nevyhodami jsou: naruSeni instinktu reprodukce a mensi
procento zabfezavani pii nekvalitnim provedeni. Pti dal$i metodé€, jeZ je embryo transfer,
dochazi k vyplachu embryi od darkyné do pfijemkyné. Pfi této technice se velice Casto vyuziva
superovulace za pomoci hormonalnich stimulantd. Samotny odbér probiha tak, ze je katetr
veden skrz délozni kréek do délohy, kde probiha vyplach embryi. Cerstva embrya uréena
Kk ptenosu se ukladaji do pejet a ty se nasledné pouziji v transferové zbrani a deponuji se do
prijemkyné. Embrya ur¢end ke kryokonzervaci je mozné zamrazit dvéma zpusoby. Vitrifikaci,
kde se nasledné procento zabiezavani u lam pohybuje okolo 45 % a pomalym zmrazovanim
S 33% zabtezavanim. Avsak u velbloudt je kviili zmrazovani embryi procento zabfezavani jeste
nizsi, dosahujici okolo 10 %. Bylo zjisténo, Ze lepsi je stdle metoda pomalého zmrazovani.
V posledni ¢asti bakalaiské prace je popsana produkce embryi in vitro. Jedna se o biotechnickou
metodu, pfi niZ mize dochazet k hormonalni indukci ovulace nebo superovulace, odebirani
oocytu, fertilizaci oocytii a vyvoji embryi v in vitro podminkach. U lam je aspésnost pii vyvoji
embryi takova, Ze v primeéru 25 % zygot se dostane do fdze moruly a 12 % do faze blastocysty.
U velbloudt se dostane 14-21 % zygot do faze blastocysty. Tato metoda je sice nejméné

vyuZzivana v reprodukéni praxi, avSak ma nejvétsi potencidl u celé celedi velbloudovitych.

Klic¢ova slova: lama, velbloud, biotechnologie, reprodukce, ultrasonografie



Biotechnical methods of reproduction of female llamas and
camels

Summary

This work summarizes the knowledge about biotechnical methods in the reproduction of female
Ilamas and camels. The ultrasonography is one of the methods used to map tissues completely
without use of the surgery. It is done in the two ways. The efficiency of the transrectal method
is very high and reaches up to 91% of the accuracy of the measurement. The second way is a
transcutaneous method which is less effective, because the ultrasonographic waves must
penetrate through the abdominal cavity. The second most used technique is the insemination. It
is the most effective biotechnical method used in the reproduction, mostly used in the selective
genetics and animal husbandry. The insemination dose utilized in this technique can be used in
three variants. Fresh dose, chilled dose and frozen dose with the percentage of successful
gestation on average 50%, 45% and 40% for llamas, 40%, 30%, and 10% for camels. The
benefits of the insemination includes: financial savings, mating simplification and prevention
of health risks. The disadvantages are: disturbance of the reproduction instinct and a smaller
percentage of the successful gestation if the procedure is carried out poorly. Another method,
which is embryo transfer, utilizes washing the embryos from the donor to the recipient. The
superovulation with hormonal stimulants is often used in this technique. The sampling is done
by passing the catheter through the cervix into the uterus where the embryo is being flushed. The
fresh embryos for transfer are stored in a pejets. These are then used in the transfer weapon and
are deposited in the recipient. The embryos for cryopreservation can be frozen in two ways. The
one way is the vitrification, where the percentage of the successful gestation for Ilamas is about
45% and slow freezing with a 33% percentage of successful gestation. However, for camels,
the successful gestation rate is even lower, reaching about 10% because of the embryo
freezing. It has been found that the slow freezing method is still better. The last part of the
bachelor thesis describes the production of embryos in vitro. It is a biotechnical method, which
can utilize hormonal induction of the ovulation or superovulation, oocyte extraction, oocyte
fertilization, and embryo development at in vitro conditions. On average 25% of the zygotes
will enter the morula phase and 12% of the zygotes will enter the blastocyst phase within the
embryo development for llamas. For camels, 14-21% of the zygote enters the blastocyst
phase. Although this method is the least used one in reproductive practice, it has the greatest
potential in the entire Camelidae family.

Keywords: Ilama, camel, biotechnology, reproduction, ultrasonography
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1 Uvod

1.1 Biotechnologie

Biotechnologie je véda zabyvajici se empirickymi metodami vyuzivanymi predev§im k vyrobé
nebo modifikaci potravin dennich komodit, anebo dokonce I[é¢iv. Discipliny, jez do
biotechnologie spadaji, se staly jednim z nejvice inovativnich feSeni do budoucnosti, pfi feseni
otazek nedostatku potravin a kazdodennich predmétii. Diky stale se zvySujicimu porozuméni
bunécnych procest se vyrobni kmeny stale vice a vice optimalizuji a stavaji se ucinnéjSimi.

S pomoci bio procesu se stavaji chemikalie a 1é¢iva stale siln¢jSimi (Al-Kaidy et al., 2014).

1.2 Biotechnika

Jedna se o jedno z odvétvi biotechnologie. Hovoii se o vyuzivani zvifecich organismu, jejich
vlastnosti a poznatki o nich, které se dale vyuzivaji v konstrukcich a pfi vyvoji novych
technickych zafizeni, slouzicich ke zvySeni produktivity zivo¢icht nebo ke zlepSeni zivota pro

zvirata (Al-Kaidy et al., 2014).

1.3 Velbloudoviti

Velbloudoviti (Camelidae Gray, 1821) patii do fadu sudokopytnici (Artiodactyla Owen, 1841),
tiidy savei (Mammalia Linnaeus, 1758) a kmenu strunatci (Chordata Bateson, 1885).

Jedna se o Zivocichy s dlouhyma, Stithlyma nohama a s velice specifickou chlizi, jeZ vypada tak,
ze se predni 1 zadni koncCetina na jedné strané pohybuji soucasné dopiedu a dochézi tak ke
kymacivé chizi. Velbloudoviti se vyznacuji malou hlavou s rozSt€épenym hornim pyskem,
hustym kozichem, ktery velice dobfe pies den izoluje chlad a v chladnych nocich nebo ve
vys$Sich nadmotskych vyskach naopak zatepluje. Velbloudoviti se také liSi od sudokopytnika
tim, Ze svou télesnou hmotnost nerozprostiraji na celé kopyto, ale na dva prsty, které jsou ze
spodu vybaveny polstarky. Na rozdil od vSech savct jsou velbloudoviti jedinymi savei, ktefi
maji ovalné Cervené krvinky za ucelem lepSiho proudéni krve pti dehydrataci. Vztahy mezi
jedinci urcitych druhti jsou jasné urCeny a vétSinou se jedna o jednoho samce a jeho harém
samic. Do této ¢eledi fadime 6 druhti. Velbloud jednohrby (Camelus dromedarius Linnaeus,
1758), velbloud dvouhrby (Camelus bactrianus ferus Przewalski, 1883), guanako (Lama
guanicoe Miiller, 1776), lama krotka (Lama guanicoe f. glama Linnaeus, 1758), vikuna
(Vicugna vicugna Molina, 1782), alpaka (Lama guanicoe f. pacos Linnaeus, 1758) (Clutton-
Brock, 2001).



1.4 Historie Biotechnologie

Historie biotechnologie saha jiz do pre-genetické éry do 6000 let pied nasim letopoctem. Jiz
6000 let pt. n. 1. vyuzivali obyvatel¢ Mezopotamské tiSe kvasné procesy. Dalsi velky objev
ptisel roku 1663 objevenim buriky Robertem Hookem. Nasledovalo roku 1865 formulovani
zakonl dédi¢nosti Gregorem Mendelem. Nésledovano objevem nukleovych kyselin v jadie
bunky panem Friedrichem Miescherem.

Témito objevy skoncila pre-genetickd éra a posouvame se do éry genetické. Tato éra trvala od
roku 1900 do 1970. Vyznamné objevy v oblasti biotechnologie, k nimz v tomto obdobi doslo,
jsou napiiklad: 1910 objev chromozomti Thomasem Morganem, 1919 Karl Ereky definoval
termin biotechnologie. V roce 1953 se Jamesovi Watsonovi a Francisovi Crickovi podafilo
rozlustit molekularni strukturu DNA. V roce 1967 byl rozlustén mechanismus genové exprese,
coz vedlo ke genetickému kodu (Khoran, Holley, Nirenberg).

Pocatky moderni biotechnologie 1970-1980. V roce 1972 byly vytvofeny prvni molekuly
rekombinantni DNA Paulem Bergem. Dale se v roce 1975 podatilo sekvencovat geny (Milstein,
Kohler, Jerne). Téhoz roku také zapocala produkce monoklonalnich latek (Milstein, Kohler,
Jerne). V roce 1976 vznikla prvni biotechnologickd spole¢nost S nazvem Genentech,
nasledovana 1978 Biogenem, prvni biotechnologickou spole¢nosti v Evropé.

V letech 1980-1990 doslo k obdobi komercionalizace biotechnologii. 1982 byl vytvofen
Humulin, prvni rDNA 1ék. Nasledovalo mnoho a mnoho novych 1éka napiiklad Recombivax,
Intron, Erythropoetin.

Posledni éra je éra genomiky 1990- soucasnost. V roce 1990 se uskutecnilo prvni vyuziti
genové terapie u Clovéka. Nasledovalo prvni klonovani, jehoz vysledkem byla ovce Dolly
v roce 1996. Téhoz roku se také urcila uplna sekvence genomu E.coli. V roce 2003 byla uréena

kompletni sekvence lidského genomu (Jaroslav Hofejsi, 2006).

1.5 Historie velbloudovitych

Za ptedky velbloudovitych se povazuje rod Camelops (Camelops Leidy, 1854) a to druhy
Camelops hesternus Webb, 1965), Camelops huerfanensis Cragin, 1892), Camelops kansanus
Leidy, 1854), Camelops minidokae Hay, 1927), Camelops sulcatus Wortman, 1898), Camelops
traviswhitei Mooser & Dalquest, 1975). Jedinci tohoto druhu zili v obdobi Pliocénu-
Pleistocénu, tzn. 10 000 let pf. n. 1. (Baskin a Thomas, 2016; Johnson, 2014).



Rod Camelidae je velice rozmanity z pohledu vyhynulych druhd. Jen velice malo zastupcti se
dozilo dnesni doby. Tito jedinci se déli do podceledi Camelinae (Camelinae, Gray, 1821) a dale
se déli na kmeny Lamini a Camelini (Honey et al., 1998). K dne$nimu dni se nam dochovaly
¢tyfi druhy Nového svéta Guanaco (Lama guanicoe), Vicuna (Vicugna vicugna) a z nich
vzniklé poddruhy lama krotka (lama glama) a alpaky (Vicugna Pacos) (Stanley et al, 1994).
Dochovaly se také dva druhy Starého svéta, kam patii velbloud jednohrby (Camelus
dromedarius) a velbloud dvouhrby (Camelus bactrianus) (Martini et al., 2015; Johnson, 2014).



2 Cil prace

Cilem prace je vypracovat literarni reserSi shrnujici nejnovejsi poznatky o biotechnickych

metodach v reprodukci samic lam a velbloudi.

3 Prehled literatury

3.1 Anatomie samicich pohlavnich organi

Vajecniky jsou parové zlazy, ve kterych se vyvijeji vajicka. Nachéazeji se v dutin¢ biisni za
ledvinami. V této oblasti jsou zavéSené pomoci okruzi (mesovarium). Mesovarium je sou¢asti
sirokého zavésného vazu délohy, ktery zahrnuje okruzi vejcovodil (mesosalpinx) a vaz délozni
(mesometrium). Epitelové buiiky obklopuji kolagenni vazivo, které se nazyva bélavy obal
(tunica albuginea). Pod timto obalem se nachazi korova vrstva obsahujici rizn¢ veliké folikuly.
V centru je dren, ktera se sklada z fidkého kolagenniho vaziva, krevnich a lymfatickych cév a
nervi (Reece, 2011).

U lam jsou tyto utvary nepravidelné kulovité, méfici v praméru 1,9 x 2 x 0,8 cm, zatimco u
alpak jsou vice kulaté, dosahujici velikosti 1,6 x 1,1 x 1,1 cm (Whitehead, 2011; Aba, 2014).
Dosahuji hmotnosti od 1,9-2,4 g. V tomto ohledu jsou tyto samice velice podobné prasnicim.
U velbloudt je tomu tak, ze dosahuji velikosti 3,54 x 2.58 x 7,66 cm. Hmotnost vaje¢nikt
dosahuje od 2-7,8 g (praimérné tedy 4,1 g) (EI-Wishy, 1988). Velikost vaje¢niki se mize lisit

v zavislosti na reproduk¢énim cyklu samice (11jyasu, 2014).

Vejcovod je parova zvinénd trubice, tvofena kruhovou i podélnou hladkou svalovinou a
vystlana sekre¢nimi a fasinkovymi buiikami. Epitel ve vejcovodech se sklad4 z jedné fasinkové
vrstvy a nefasinkové vrstvy cylindrickych bun¢k. U vajecnikl se rozSifuje a tvoii nalevku
vejcovodu (infundibulum). Nalevka je opatfena tiasnémi (fimbriemi), které usmérnuji vajicko

pii ovulaci (Reece, 2011).

U lam se vejcovody proplétaji a vytvareji srdCity Gtvar. Méfi v praméru 10,5-18,3 cm a u alpak
je tomu 20,4 cm (Anderson et al., 2013).
Struktura vejcovoda u velbloudu je vice podobna kravskym vejcovodim. Vejcovody maji

v priméru 0,1-0,2 cm, a jsou dlouhé 14-30 cm (Iljyasu, 2014).



Déloha se skladé z krcku a dvou d€loznich rohil. Je vystlana nezlaznatymi vybézky houbovitého
tvaru, nazyvajicimi se karunkuly. Obsahuje myometrium, coz je stfedni svalova vrstva stény
d€lozni, slozenéd z hladké svaloviny. Ser6zni povrch je pak tvofen pobfiSnici (perimetriem).

(Reece, 2011).

Spi¢ky déloznich rohti u lam jsou tupé, zaoblené a dohromady tvoii pismeno Y. Levy roh je
oproti pravému rohu trochu delsi (Aba, 2014). T¢lo d¢lohy je u alpaky asi 3 cm dlouhé, u lamy
asi 3,5 cm. Oproti délce déloznich rohu je télo délohy veelku kratké (8 cm u alpaky, 8 az 15 cm
u lamy) (Whitehead, 2011). D¢lozni ¢ipek méfi okolo 2-5 cm v délce a 2-4 cm Vv priméru.
V déloze (déloznim Eipku) se nachazeji 2-3 nepravidelné spirdlovité zahyby epitelovych bunék
(Sumar, 1996). Tyto zahyby udavaji vzhled tii prstenct.

roh je vyraznéji delsi (7,8cm) nez pravy (5,9cm). Délka délohy se pohybuje okolo 6,7 cm.
D¢lozni Cipek je velmi kratky (0,3 cm). Délozni Cipek se sklada ze 4-5 tadkt hiebent
epitelovych bunék. Délka pochvy je okolo 32,2 cm. Zuzeni délohy (kréek) je silné 0,0850 cm,
coz je vice nez u krav. Vagina je elasticky organ, nacervenalé barvy, métici 30-35 cm (Salari

etal., 2011).

Za déloznim ¢ipkem nasleduje pochva (vagina). Jedné se o reprodukéni orgén, ktery spojuje
vulvu a délohu. Je vystlana sliznici, kterd je krytd dlazdicovym epitelem bez Zlaz. Pochva
piechazi v posSevni predsin (vestibulum vaginae), kon¢ici vnéjsim vyusténim (Reece, 2011).
Na ventralni strané¢ pochvy se nachazi uretralni oblast, kde na vrchu Usti mocova trubice.
Vymezeni mista, kde kon¢i a za¢ind vagina a vulva je dano panenskou blanou, nebo jejimi
zbytky (lljyasu, 2014). Externim genitalem pohlavni soustavy je vulva tvofena klitorisem
(sami¢i rudimentalni analog penisu, ktery je zakryt spodni ¢asti vulvy a je tvofen topofivou

tkani), stydkymi pysky a stydkou $térbinou (Anderson et al., 2013).

U lam méfti pochva 15-16 cm u nedospélych samic, do 26 cm u dospélych samic (Whitehead,
2011). U alpak tomu je praimérné 13,4 cm (Aba, 2014). Pochva u velbloudii méti okolo 8 cm
(Salari et al., 2011).



3.2 Fyziologie reprodukce

3.2.1 Hormony sami¢i pohlavni soustavy

Hypotalamo-hypofyzarni systém, je systém, ktery je uloZen na spodiné tfeti mozkové komory

jako ¢ast mezimozku a je tvofen hypofyzou a hypotalamem (Vacha, 2004).

Adenohypofyza (pfedni lalok) je pravou endokrynni zlazou hypofyzy. Produkuje hormony
bilkovinného charakteru. Kazdy z téchto hormonti je regulovan ur¢itym mnozstvim hormont
Z hypotalamu (stimulace, liberiny), (tlumeni, statiny). K hormontim, jez adenohypofyza
produkuje, patfi somatotropni rastovy hormon (STH, somatotropin), ktery ovliviiuje rast
organismu. Také sem patii folikulostimulacni hormon (FSH) a luteiniza¢ni hormon (LH). Jedna
se 0 hormony, které jsou produkovany v dusledku pisobeni releasing hormont z hypotalamu.
Hormony nasledné putuji do hypotalamo-hypofyzarniho portarniho krevniho systému. Oba
hormony spadaji do kategorie glykoproteiny. FSH podporuje rist folikuli u samic pted ovulaci.
LH vyvolava ovulaci. Prolaktin (PRL, luteotropni hormon) je dal§i z hormonil piedniho laloku.
Ptipravuje mlécnou zlazu, tvorbu mléka a stimuluje rast alveol. Déale také blokuje ovulaci a
pferusuje menstruacni cyklus béhem kojeni (Vacha, 2004). Hladiny téchto hormonl jsou

zvySovany estrogeny a snizovany progesteronem (Reece, 2011).

Neurohypofyza (zadni lalok) je levou endokrynni Zlazou hypofyzy. Produkuje hormony, které
jsou vylucovany ptimo do krve. Patfi sem oxytocin, ktery podnécuje na konci t€hotenstvi stahy
hladké svaloviny a napomaha tak k rychlejSimu porodu. Jeho plsobenim dochazi také ke

spravnému vyprazdnéni mléénych zlaz a spravnému kojeni (Vacha, 2004).

Sisinka (epifyza) je neparovy vybézek tieti komory mezimozku. Produkuje hormon melatonin,
ktery vznika ze serotoninu. Tento hormon zpisobuje spravny vyvoj ovarii, potlacuje pohlavni
¢innost. Dale je také velice potfebny zejména u lam a velbloudu, nebot’ se jedna o zvitata, ktera
se rozmnozuji sezénng, a tudiZz plsobenim tohoto hormonu se méni i intenzita piisobeni
pohlavnich organt (Vacha, 2004).

V kiife nadledvin se také produkuji pohlavni hormony. Ve vné&j$i zrnité¢ vrstvé se vytvareji
glukokortikoidy a mineralokortikoidy, ve vnitini vrstvé hlavné androgeny, ale i dalsi pohlavni

hormony i glukokortikoidy (Vacha, 2004).



Ve vajecnicich se tvofi za pomoci ptisobeni hormont vaji¢ka, dale vznika Graafuv folikul a
tvoti se zde estrogeny. Jednd se o hormony, které se vyskytuji v pfirodni i syntetické forme.
Do této skupiny patii steroidy, produkované vajecniky, placentou a karou nadledvin. 17p-
bunéénou proliferaci a rist tkani, ve vztahu k reprodukci (rust zlaz endometria, regulace sekrece
LH nebo stimulace rdstu cest mléénych zlaz) (Vacha, 2004).

Graafiiv folikul nasledné praskne a na jizvé po prasknuti se vytvoii zluté télisko. Zluté télisko
zac¢ne produkovat progesteron (P). Progesteron je velice podobny estrogenu. Produkuji ho zluté
télisko, placenta a ktira nadledvin. Progesteron velice Casto plsobi spolu s estrogeny, kdy
estrogeny nabudi urcité reakce. Funkcemi progesteronu jsou podpora ristu zlaz endometria,

stimulace sekre¢ni aktivity, nebo branéni déloznim stahtim béhem biezosti (Vacha, 2004).

V déloze se také vytvari dalsi velice dulezity hormon. Pokud nedojde k zabteznuti, vznika

prostaglandin F2 alfa (PGF2a), ktery spousti luteolyzu (Vacha, 2004).

3.2.2 Pohlavni cyklus lamy

K zapousténi lam, kdyz maji vyvinuté vSechny potifebné pohlavni organy (puberta), dochézi
v ruznych intervalech podle oblasti vyskytu. Naptiklad v Australii dochazi k prvnimu
zapousténi jiz ve 12. mésici veku zvifete. V USA nebo UK dochazi k zapousténi az v 18. mésici.

Samice lam dospivaji ve dvou letech, samci pak ve dvou a pul letech (Whitehead, 2011).

Estralni cyklus je odliSny od ostatnich zeméd¢€lskych zvitat tim, Ze se zde neprojevuje Zadna
cyklicka sexualita. Stejné, jako u koni, je folikularni soustava lam zvInéna a rist folikulu je
urcen v intervalech. Avsak folikularni soustava je oproti ostatnim sudokopytnikiim s krats$imi
vinami a s mensimi vacky (Adams et al., 1990).

Soucasti estralniho cyklu (11-22 dni) je vyvoj vice folikult. Folikuly na vaje¢nicich se rozlisuji
do tfi skupin. Primordialni (primarni), obsahujici pouze jeden oocyt s jednou vrstvou
granul6znich bunék. Rostouci, vytvotfeny z primarniho folikulu, obsahujici jeden oocyt, dvé
vrstvy granuldznich bunék a zonu pellucidu, kterou prochazi granulézni bunky. Tteti skupinou
jsou méchyikovité (Graafovy) folikuly, obsahujici velice dobfe viditelnou dutinu (antrum
folliculi). Dale je slozen z vnitiniho a vnéjsiho obalu ( theca folliculi externa a theca folliculy
interna).

Bézné folikuly u lam dosahuji vétsinou velikosti 5-12 mm (Hoops a Kauffold, 2013).



Estralni cyklus je rozdélen do nékolika fazi. Faze riistu, coz je rist sekundarnich a dominantnich
folikuld vlivem hormonti FSH a LH a nésledné zanikdni recesivnich. Dochazi také k ristu
dé€lozni sliznice. Tato faze trva 5-9 dni. Nasleduje faze zrani (vlastni fije), zde dochazi k tvorbe
zlutého teliska a nasledné ovulaci 3-9 dni. Velikost dominantnich folikula se pohybuje okolo
7-16mm. Pii této fazi je samice ochotnd se patit (Hoops a Kauffold, 2013).

Lamy vykazuji sexualni chovani tim, ze samice lam, které jsou pfipravené na pareni, si lehnou
na hrudnik na zhruba 60 vtetfin. Samice, které nejsou pfipravené na paieni, samce odhanéji a
plivou (Whitehead, 2011). U mladych krav lam muze dochazet ke zmateni pfi prvnim pafeni,
kdy potadné nevi co délat. V takovych chvilich pak dochazi k pozorovani jiného paru paricich
se lam.

K pafeni dochazi vleze, kdy si samice lehne, samec piijde k ni. Pfednimi koncetinami samici
uchopi a ptidiepne si za ni (skoro vleze) (Hoops a Kauffold, 2013).

K ovulaci dochazi pii stimulaci samcem (San-Martin et al., 1968). Pro mnoho krav v chovu,
ale i v zajeti, je dulezita vokalizace samce a stimulovani koitem samce V této chvili dochazi
k ovulaci (Hoops a Kauffold, 2013). P#i ovulaci dochazi ke zvySovani OIF, ktery byl podle
nedavnych studii identifikovan jako nervovy rustovy faktor (beta nervu) (Kershaw-Young et
al., 2012).

Ovulace u lam je proces, pfi kterém dochazi k uvolnovani vajicka ze zralého folikulu. Pouze
jedno vajicko je vypusténo z jednoho folikulu. Do ovulace se zapojuje luteiniza¢ni hormon.
K ovulaci nedochazi jako u ostatnich druhti v diisledku piisobeni estradiolu, ale jako reakce na
podnéty samce a teploty (Aba, 2014). U 95-98% samic dochazi k oplozeni v levém dé€loznim
rohu (Bravo a Varela, 1993). Mize dokonce dojit k narozeni dvojcat. I piesto, Ze jsou lamy
uniparni zvifata (Hoops a Kauffold, 2013). Avsak zivych dvojéat se narodi jen velice malo

(Bravo et al., 2000).

V ptipadé, ze nedojde k ovulaci, nastava faze regrese. K této fazi dochazi, kdyz nedojde
k oplodnéni. Zluté t&lisko zanik4 (luteolyza) a dochazi k poklesu progesteronu a regresi délozni
sliznice. Tato faze trva 3-9 dni. V ptipadé nezabteznuti je luteolyza kompletni po 9-10 dnech
po pareni. Luteolyza, se objevi jen tehdy, kdyz dojde ke luteolytickym pulziim PGF2a. Kdyz
se objevi funkcni zluté télisko v pravém vajecniku, je luteizacni faze zpozdéna. AvSak pokud
neni zluté télisko v levém rohu, zptisobi luteizacni faze konec biezosti i vV pravém rohu.

U lam vsak ihned po skonceni (2-3) dny, nékdy i hned v pribéhu regresni faze, dochazi

k novému estralnimu cyklu (Bravo et al., 1990).



3.2.3 Pohlavni cyklus velblouda

Velbloudi samice dosahuji pohlavni dospélosti ve 2-3 letech, avSak vétSina velblouda se
nechava pripoustét az ve ¢tyfech letech (Beniwal a Chaudhry, 1984).

Chovani a zména téla samic se projevi v disledku estrogenniho ptisobeni. U velbloudich samic
zacne dochazet k neklidu, otoku vulvy, stdni obkrocmo a zvySenému moceni. V pochvé se
objevuje poSevni hlen a samice jsou vice naklonné k samctam (Wilson, 1984). Toto obdobi, kdy
se tvofi vétsi mnozstvi estrogenu, trva v rozmezi 1-21 dnti a 1ze ho pozorovat i n¢kolik dni po
ovulaci. V disledku vysoké variability a intenzity u¢inku estrogenu se da velice obtizné ur€it
fije (Skidmore, 2011). Podle studii Skidmore et al. (1995) doslo k tomuto objevu. Na jedné
farmé byl pfitomen samec spolecné se samicemi. Jedna samice zacala projevovat silné parici
chovani, zacala roztahovat nohy a vyrazné mocit. Samec na druhé strané€ byl velice siln¢ vaben
k samici, o¢ichaval ji a vSude ji nasledoval. Po prozkoumani sonografem se nasledné¢ ukazalo,
7e vajeéniky dané samice neprokazuji zadnou folikularni aktivitu. Cast&ji dochéazi k takovému
jevu, Ze samec stoji opodal samice a nejevi zadny zajem o samici. Najednou si vybere ur€itou
samici, kterou pronasleduje, az samice pfistoupi na pafeni. Zde miizeme vidét, ze ptiznaky fije
jdou u tohoto druhu opravdu velmi obtizné urcit. Neda se zde se 100% jistotou urcit podle

chovani, zda dochazi k folikularni aktivité, ¢i nikoliv (Skidmore et. al., 1995).

Folikuly se vyvijeji v kratkych ¢asovych intervalech. Mizeme fici, Ze dochéazi k ,,ovulacnim
vlndm*, kdy se folikuly tvofi a ihned v né€kolika dnech zanikaji. Primérnd délka Zivotnosti
folikulti se pohybuje okolo 20 dni. Tyto viny se lisi u kazdé velbloudi samice. Ovula¢ni viny
mohou byt rozdéleny do 3 fazi estralniho cyklu. Faze ristu, faze zrani a faze regrese. Pti fazi
rastu dochazi k tvorbé malych vacku, které doristaji az 0,5-1 mm za den. Do té doby nez maji
velikost 1 cm. Poté se za¢ne objevovat dominantni folikul (folikuly, viz. pohlavni cyklus lamy).
P#i rustu tohoto folikulu dochazi k zanikani mensich folikuli (recesivnich). Tato faze ristu trva
vétSinou 6-10 dni (Adams et al., 1990; Tibary a Anouassi, 1997). Dominantni folikuly obvykle
dorustaji do velikosti 2 cm. Avsak az u 50 % velbloudd dochazi k maximalnimu ristu 4,2 cm.
K vytvofeni dominantnich a recesivnich folikull dochazi v duasledku ucinku folikuly
stimulujiciho hormonu, ktery se tvofi v hypofyze a pomalu dochazi k jeho potlacovani.
Nasledn¢ se zacinaji tvofit gonadotropni hormony, potfebné pro rozvoj folikult. Pfi studii
Tibary a Anouassi (1997) bylo potvrzeno, ze pocet folikult je zvySen pfi stejné viné a velikost

vSech folikult dosahuje az 1 cm 1 po zvySené imunizaci samice.


http://www.sciencedirect.com.infozdroje.czu.cz/science/article/pii/S0378432010004070?np=y#bib0020

Follicle number
Faollicle diameter

Obr. 1

Inverzni vztah mezi primérnym poctem folikulti detekovanych a primérem nejvétSiho

folikulu detekovaného. Kdy den 0 je den, kdy dominantni folikul dosdhl nejvétsiho

maximalniho priméru (Skidmore et al., 1995).

Druh4 faze se nazyva faze zrani. V této fazi dochazi k samotné ovulaci. Pfipadné kdyz nedojde
k zabfeznuti, nastava faze regrese folikult.. Tato faze zrani trva primérné 10 dnu (Skidomore
et al., 1995). K ovulaci nedochazi u prili§ velikych folikulti. Je prokazano histologickymi
poznatky, ze rostouci folikuly jsou vybaveny 1-2cm vrstvou theca interna. U piili§ velkych
folikuld, vétsich nez 3 cm, jsou granulované buniky redukovany a tim se ztencuje 1 vrstva theca
interna. Tato skutecnost nasledné vede ke snizené regulaci receptort luteinizacniho hormonu a
to ma pak za nasledek mensi reakce na stimulaci ovulace.

U velbloudich samic chovanych spole¢né se samcem dochazi Kk piipousténi, kdyz je velikost
folikulu jiz kolem 1,3 cm. Toto je nejlepsi Cas pro pfipusténi, nebot’ folikuly stale mohou
dorustat a je mensi Sance, ze folikuly budou pierostlé (Skidmore et al., 1996a).

U takto chovanych samic je detekovano vymizeni pln¢ vyvinutych folikult do 28-36 hodin.
Poté dochazi k regresi. V piipadé ze nedojde k zabteznuti, ma Zluté télisko velbloudd oproti

ostatnim sudokopytnikiim vcelku kratkou Zivotnost (Skidmore et al., 1995).

Kdyz se vyskytnou dobré podminky pro pafeni, samec ihned za¢ne o€ichavat samici a tladit ji
k zemi. V disledku toho samice utika a samec ji pronasleduje. Dojde tak Casto k vaznym
zranénim samice, Kdyz ji samec kouse do boku. Kdyz je samice na zemi, samec ji obkroci a
ptidfepne si skoro k hrbu a pomalu sjizdi az k vulv€. Samice je vétSinou pii pafeni velice
neklidna a snazi se kousnout samce do krku (Yagil 2006). Velbloudi jsou stadova zvirata, tudiz

nastup fije je ovlivnén pfitomnosti samce ve stad¢ plném samic.
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Obdobi rozmnozovani probihd u velbloudl v chladngjsich mésicich, kdy jsou lepsi pastevni
podminky. Z tohoto vyplyva, Ze velbloud se rozmnozuje pouze sezonné. K tomuto zavéru je
mozné také dojit spocitanim telat narozenych v tomto obdobi. Sezdna paieni, je tedy urcena od
prosince do biezna. V teplejSich krajinach od listopadu do dubna (Chen a Yuen, 1979). Mimo
pareni, vajecniky pfestavaji konat svou funkci a stdvaji se tim neaktivni. Mlze vSak stale
dochazet k tvorbé omezeného poctu folikuli s nepravidelnym uspofadanim (Musa a
Abusineina, 1978). Na nastup fije ma vliv teplota. Pfi horkych dnech maji samci snizené libido
a nedochazi tak k velkému mnozstvi oplozeni. Vlivem vétsiho tepla dochazi k vétsi amrtnosti
embryi. Dal§imi faktory ovliviwjicimi nastup fije jsou napiiklad: v jaké oblasti velbloudi Ziji,

zda u rovniku nebo na severu, dale mnozstvi potravy a mnozstvi srazek (Bono et al., 1989).

Kdyz nedojde k pafeni nebo ke spusténi ovulace, dochazi ke tteti fazi regrese. Tato faze trva
praimérné 12 dni pfi mensich folikulech a 15 dni pfi vétSich folikulech. Pfi regresi vznika
folikularni tekutina, ve které volné plavou vlakna fibrinu. Ta se za¢nou nasledné formovat do
fetizkd. Nicméné tyto velké folikuly nezasahuji do riistu novych malych folikuld na tom samém
potad jesté nezmizely. K tomuto nasledujicimu ristu dochazi uz v 19. dni vlnového intervalu
(Skidmore, 2011).

Cinnost vaje¢niki po porodu je takova, e v prvnim tydnu po porodu dochazi k regresi zlutého
téliska. Nasledn¢ se vSak doba opétovného pusobeni vajecniki a opétovného folikularniho
cyklu jedince od jedince liSi. Faktory, jeZ ovliviiuji poporodni neaktivitu (aneostrus), jsou
nutriéni stav samice a délka kojeni mladéte. Podle studii Tibary (1997) vyslo najevo, Ze pfi
spravném krmeni velbloudii dochéazi u 70-80 % velbloudt k 30 denni dobé sexualni neaktivity.
Obvykla doba ve volné piirodé€ je 45dni. Také samice, které ztrati potomka, se ke své sexualni
aktivité¢ vraci po 10-12 dnech, avSak spravné fungovani, nez se folikularni aktivita vrati do

spravné funkce, muze trvat az 8-10 mésicu.

Reprodukéni ucinnost velblouda je povaZovana za velmi Spatnou. V Tunisku je pocet
narozenych Zivych mlad’at velbloudii pouze 40% a umrtnost v prvnim roce dosahuje 17%

(Djellouli a Saint-Martin, 1992).

3.2.3.1 Plsobeni hormonti u velbloudil na samici pohlavni soustavu.

Hladina luteiniza¢niho hormonu se zvysi po 1 hodiné, kdy dojde k pateni na 3-19 ng/ml,

nasledné pak dochazi k ovulaci a koncentrace uz jen klesa (Skidmore et al., 1996a).
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Koncentrace estradiolu je vysoce variabilni u kazdého jedince a tak je velice obtizné urcit
mnozstvi pisobiciho hormonu. Obecné plati, Zze zvySeni hladiny estradiolu se nachéazi v rozmezi
25 pg/ml az 39 pg/ml pti velikosti folikulu 1,7 cm. Kdyz folikuly pierostou 2 cm, ustali se
mnozstvi estradiolu kolem 25 pg/ml a toto mnozstvi pfetrvava do nasledujici viny folikult

(Skidmore, 2011).

Dalsim velice dulezitym hormonem, ktery pisobi na pohlavni soustavu samic velbloudt, je
progesteron. Hlavnim zdrojem tvorby progesteronu je zluté télisko. Kdyz nedojde k ovulaci,
hladina progesteronu zistava velice nizka (1 ng/ml). Kdyz dojde k ovulaci, tak i 3-4 dny zustava
tato hladina stale nizka. Poté se zacne hladina rychle zvySovat okolo 3 ng/ml/den. Po dosaZeni
10. dne, za¢ne mnozstvi progesteronu prudce klesat. Dokud hodnota nedosahne opét 1 ng/ml

(Skidmore et al., 1996b).

Pii ptisobeni ProstaglandinuF2a dochazi k luteolyze u velblouda. Studie (Skidmora et al., 1998)
ukazala, ze pii tvorbé zlutého téliska dochazi ke zvyseni 13,14-dihydro-15-keto PGF2a
(PGFM), coz je hlavni metabolit krve. Doslo tedy ke zvySeni koncentrace z 30 pg/ml na 59
pg/ml. Dvanact dni po ovulaci doslo Kk jeho snizeni opét na 3 pg/ml (Skidmore et al., 1998).

3.3 Biotechnika v reprodukci samic lam a velbloudi

V poslednich desetiletich dochazi ke kladeni velikého diirazu na reprodukci a fyziologii u lam
a alpak, diky rostoucim hodnotam a uzitkovosti téchto zvitat. Reprodukéni biotechnologie
umoziuje §iteni genetického kodu kvalitnéjsich jedinct. Cilem biotechnologie je mimo jiné
zaleZitostmi se rozumi folikularni synchronizace, superstimulace vaje¢nikii, obnova a pfenos
embryi, zrani oocytl, riizné techniky asistované reprodukce (In vitro), pfenaSeni jader a embryi

a kryokonzervace (Miragaya et al., 2006).

Nejvice vyuzivanymi metodami v biotechnice samic lam jsou umélé oplodnéni a pienos
embryi. AvSak zde dochazi k problémiim pii spravném nacasovani inseminace a ovulace. Studie
by se mély zaméfit na kryokonzervaci. Kdyz se podivame na ostatni biotechnické metody, tak
jsou u této Celedi velbloudovitych teprve na zac¢atku svého vyvoje. Napiiklad in vitro fertilizace

je hlasend jen u né¢kolika pifipadd. Je velice malé mnoZzstvi jateCnych vajecnikll, coz také
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zpomaluje vyvoj biotechniky. Radnym zkoumanim a dostatkem informaci by mohly vzniknout
nové biotechnické metody. Je tieba Gplné zmapovani genomu pro produkei in vitro, anebo

dokonce klonovani embryi (Purohit 1999).

3.3.1 Ultrasonografie

Je metoda, pii niz dochazi k vysokofrekvencnim zvukovym vinam a tim dochézi k zmapovani
tkani a urCeni bfezosti zcela bez pouziti chirurgickych metod. Metoda nijak neSkodi
zkoumanému zvifeti. Tato metoda velice dobfe slouzi pfi zjisténi, zda dané zvife netrpi
predispozicemi k vrozenym nebo ziskanym vadam a je idealni pro chov (Petelikova, 1995;
DesCoteaux et al., 2009).

Ultrasonografie hraje velice dilezitou roli pti gynekologickém vysetieni lam. Toto vySetfeni
muze byt provedeno nékolika zplisoby. Transrektalné a transkutanné na levém nebo pravém
boku. Transrektalni ultrasonografie se provadi obzvlasté opatrné, nebot’ mize dojit ke zranéni
rekta. Nejptesnéjsi diagnozu vyuzitim této metody skrz rektum dostavdme v obdobi 20. dne
ode dne zabteznuti. Pti vyuziti metody transkutanné se nejpresnéjsi vysledky dostavuji po 50.-
60. dnu po zabteznuti pii levém boku a po 90. dni pfi pravém boku. Ultrasonografie se vyuziva
ke zjisténi biezosti u samic, ale také tehdy, kdyz je nutné prozkoumat vaje¢niky a celou délohu
(Hoops et al., 2013).

Transrektalni ultrasonografie velbloudii se podobné jako u lam uziva k uréeni biezosti a ur¢eni
stafi plodu. Sleduje se také, zda dochazi k rustu, zrani, nebo regresi folikuli. Optimalni doba
pro paieni velbloudt je uréena velikosti rostoucich folikulti 0,9-1,9 cm v praméru (Abu-Seida,
2016). U velbloudt se transvaginalni ultrazvuk pouziva pro sbér vaji¢ek nebo jejich komplexd.
Vyuziva se vSak 1 k urceni stafi plodu a to nejlépe v 11. tydnu biezosti, kdy je presnost
ultrasonografie az 91,7% (Ali et al, 2013). Mimo jiné je tato metoda velice prosp&Snym
nastrojem pro porovnani biezostnich statistik u velbloudt, pro porovnani hluboké intrauterinni

inseminace a inseminace v déloznim ¢ipku (Skidmore a Billah, 2006).

Pied provedenim urcité biotechnické metody je nutné zjistit, zda samice cykluje. To se zjisti
podle rozdilnych tutvarti na vajecnicich, jez jsou charakteristické pro urcité obdobi cyklu.
Ultrazvukova sonda za¢ne vysilat odrazené viny, které se néasledné vraci k sond¢ a ty jsou

nasledné zpracovany v sonografickém pftistroji do konecného obrazu (Petelikova, 1995).
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Vyhodou ultrasonografie je podstatné v€asnéjsi zjisténi vysledku inseminace nebo ptipousteni,
nez by tomu bylo u vySetfeni palpaci. DalSim pozitivem je sniZzeni nékladii na krmné dny

jalovych zvitat. Nevyhodou je vSak vysoka cena potifebného vysetteni (Petelikova, 1995).

Pro spravné vysetieni musi byt lama fixovana ve stojanu uréeném pro tuto piilezitost a je
ptidrzovéna ¢lovékem jednou rukou za hrud’ a druhou v misté ramenniho kloubu. Pii takovémto
zafixovanim jsou lamy tolerantnéj$imi a vySetieni zvladaji v klidu. Lama se da zafixovat taky
pomoci zdi, kdy se lama pfitiskne ke zdi a provadi se vySeteni. Zde je vSak nebezpeci, Ze se
lama za¢ne pohybovat a v takovém piipad€ musi dojit k okamzitému ukonceni ultrasonografie.
Po spravné fixaci je na fadé provozovatel méfeni s ultrazvukovou sondou. Ta miize byt vedena
ru¢né nebo za pomoci vodici listy, ktera je vyrobena z kovu nebo plastu. Tyto listy je mozno
koupit nebo se daji vyrobit z ty¢i a plastovych trubek (Hoops et al., 2013).

Pfed vlozenim sondy do zvifete musime zajistit odstranéni vykalu z rekta a jeho nasledné umyti.

Pro lepsi méteni by mélo byt pouzito mazivo, napiiklad stiiknutim 50 ml gelu do koneéniku

(Hoops et al., 2013).

Obr. 2

Sonda s vyrobenou listou (Hoops et al., 2013).

Po spravném zafixovani lamy dochazi k samotné aplikaci ultrasonografické metody.

Nejdiive se musi fadné vycistit rektum (otfit hadrem od vykall a vydezinfikovat). Nésledné
dojde k upevnéni ocasu k hibetu, aby neptekazel pii zkoumani. Provozovatel ultrasonografie si
nasadi chirurgické rukavice a nageluje si ruku, kterou bude vstupovat do rekta samice. Do ruky
si chyti sondu a naslednymi jemnymi a to¢ivymi pohyby za¢ne pronikat skrz rektum. Je dobré
naklanét sondu vSemi smeéry, aby doSlo k uplnému zaznamenani dvojrozmérného obrazu
(Grygar a Kudlac, 1997).

Po vlozeni sondy se nejprve najde na obrazovce sonografu mocovy méchyt zvifete (Diaz et al.,

2007), ktery se jevi jako velka ¢erna skvrna. Od mocového méchyie se pomalu postupuje dale,
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dokud se nenarazi na délohu. Ta lezi hned vedle mocového méchyie. Na zacatku lutealni faze
se déloha zda byt homogenni (svétle Seda) (Adams et al., 1989). Délozni ¢ipek se pak najde tak,
ze se na sonografu objevi 3 pficné nosniky, které piedstavuji ¢ipek. Ty jsou na zacatku lutealni
faze velice dobfe viditelné (Del Campo et al., 1995). Nasledné se diikladné vySetii cela d€loha,
zda se zde nenachézi zadné anomalie a nechténé utvary. Pro spravné nalezeni vajecnikl je
zapotiebi postupovat systematicky a velice pomalu. Rotaci sondou zleva doprava se hledaji
vajeCniky, ty by mély byt veliké 2x1x1 cm.

Je zde také riziko zamény folikuld s cévami, a aby k takovéto zaméné nedo$lo, musi
provozovatel ultrasonografie zménit a natocit sondu jinak, aby se dal dobfe rozliSit tvar
vejc¢itych ttvart od podlouhlych cév (Reyna, 2008). Neni-li mozné nalézt utvary, pohybuje se

sondou ven a zase zpé&t dovnitf. Pti spravné aplikaci sondy a méteni by se mély na sonografu

objevit urcité utvary (Diaz et.al., 2007).
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Obr. 3

Transrektalni diagnostika ukazujici délohu lamy v nékolika fazich t€hotenstvi, podle dnt. 15(a),
20 (b), 30 (c), 36 (d), 39 (e), 46 (f), 70 (g), 118 (h) a 130 (i). FW= embryonalni tekutina, EM=
embryo, FE= plod, HA= moc¢ovy méchyi (Hoops et al., 2013).

Velbloudovi se pfi transrektalni ultrasonografii pfipne ocas na stranu a dikladné se ocisti
rektalni oblast. Velblouda je také dobré piidrzovat, aby nedoslo k nechténym pohybiim a
znemoznéni méteni (Hoops et al., 2013). Samotné méfeni probihd tak, ze je zvifeti v lezici

poloze za pomoci vodici listy zaveden snimac skrze vulvu az do kranidlni oblasti vaginy.

Pfi transkutanni metod¢ se bok lamy namaze latkou (gelem), kterd umoziluje jednodussi méieni
a nésledné se ptilozi snimac. Doporucuje se vystiithdni mista méfeni.

Tato metoda je vSak méné presna, kvili ultrasonografickym vinam, které putuji skrz dutinu
btisni (Hoops et al., 2013). U velbloudi jsou transkutanni snimky vétSinou ziskavany tak, ze se

zkouma kaudalni ¢ast levého bricha (u zakladu vemene) (Abu-Seida, 2016).

V jedné studii Bourke et al. (1992) byl pouzit ultrazvukovy snimaé¢ k pozorovani zmén
vajecnikl a délohy spojené s vyvojem folikull a jejich regresi u nestimulovanych samic lam.
Dominantni folikuly dosahovaly velikosti 9-13 mm na obou vajecnicich. Ovulace byla
vyvolana pafenim u 80 % jedincd, a kdyz se k tomu podal i choriovy gonadotropin, tak se
hodnota zvysila aZz na 90 %. Zkratila se také doba ovulace. Zivotnost Zlutého téliska &itala okolo
11 dni a nasledné dochazelo k regresi za pomoci prostaglandinu.

V jiné studii You et al. (2013) bylo provedeno méfeni v sedmém dni po pafeni.
Ultrasonografické obrazky byly potfizeny B-mode skenerem (HONDA, HS-1500, Japonsko).
Tento pfistroj byl dale pfipojen k 10 MHz sond€. Se sondou bylo manipulovano zvenci za
pomoci polyethylenové trubky (35 cm). Cely pfenosny aparat byl zvlhéen lubrikantem. Snimky
byly u kazdé lamy pofizeny do 1-2 minut. Diagnostika biezosti byla uréena v nékolika
intervalech 7-10 dnd, 12-15 dnd, 17-20 dnd, 30-40 dnt a 50-60 dnd po pafeni. Tato méteni
probihala cely jeden rok a poté se vzala v potaz vSechna narozena telata. Takto se ziskala data,
ktera jsou velice pottebna pro lepsi pochopeni a efektivnéjsi vyuziti umélého oplodnéni u lam

(You et al., 2013).
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3.3.2 Inseminace

Jedna se v reprodukci o nejucinnéjsi biotechnickou metodu. Nejvice se vyuziva pro selektivni
genetiku za ucelem vylepSeni a zvySeni produkce zvitat.

Ume¢lé oplodnéni je velice dulezitym procesem pii zachovavani a rozsifovani genetické
rozmanitosti u ohrozenych druhti zvifat. Vyuziti této biotechniky u velbloudovitych ma veliky
potencial, nebot’ domestikovanych velbloudi a lam je stale vice, coZ poskytuje dobré
prilezitosti pro vyzkum a lepsi vyvoj této techniky (Adams et al., 2009).

Podle studii Deen (2008) je umélé oplodnéni u velbloudi méné efektivni nez ptirozené

oplozeni, tudiz se moc nevyuziva.

Prvni zpravy o vyuziti umélého oplodnéni u lam se objevily jiz pied 40 lety (Fernandez-Baca
et al., 1968). Avsak i po takovéto dobé je jeho vyvoj u velbloudovitych teprve na zacatku a
vyzkum probihé velice pomalu. Je tomu tak ptedev§im diky sam¢imu spermatu, kdy dochazi

k nezdafenym odbériim, $patnym manipulacim a zmrazovanim pohlavnich bunék (Adams et

al., 2009).

Existuji tfi typy a dvé varianty inseminacnich davek. Prvnim typem je davka Cerstva, kde se
procento zabtezavani pohybuje okolo 50 % u lam (Bravo et al., 2013) a 40 % u velbloudi (Deen
et al., 2003). Druhym typem jsou chlazené davky, s procentem zabiezavani 45 % u lam (Bravo
et al., 2013) a 30 % u velblouda (Deen et al., 2003) a tfetim typem jsou davky mrazené,
s procentualnim zastoupenim zabteznuti 40 % (Bravo et al., 2013) u lam a 10 % u velbloudt
(Deen et al., 2003). Prvni variantou jsou pejety. Jedna se o malé trubicky, u kterych se v jejich
dutinach uchovava sperma o objemu 0,25 — 0,5 cm®. Druhou variantou jsou pelety, coz je

sperma, které je ulozené v podobé kulicky o objemu 0,1 cm?.

Za pomoci ultrasonografie se nejprve zjisti aktivita vaje¢nik a teprve poté, pokud neni ovulace
pfitomna, se indukuje za pomoci GnRH nebo hCG, kdyz je velikost folikul okolo 13-18 mm.
Sperma se ukldda do d€lohy vétSinou do 24 hodin po ovulaci. Procento zabtfeznuti zavisi na
poctu uloZenych spermii a na metod¢ udrZeni Zivotnosti spermii. Umélé oplozeni probiha
v levém déloznim rohu a biezost se da za pomoci ultrasonografie zjistit jiz po 18 dnech. Také
se da zjistit pomoci rektalni palpace, ale az po delsi dobé (Monaco et al., 2015).

Pii umélém oplodnéni u lam je velice dulezité spravné zafixovat zvire. Nejprve by se vSak mélo

opravdu zjistit, zda je zvife skute¢né v fiji. Pokud ano, je v§e v pofadku. Krava by se méla

17



odvézt do znamého prostiedi, aby nedoslo ke zbyte¢nym stresovym situacim. TotéZ plati i o
izolaci od samct. Aby nedochazelo ke vzruSeni samic. Krava by méla byt fixovana ve stojanu,
S ocasem piipnutym ke hibetu. Inseminacni pomticky by mély byt udrzovany suché a vzdy
sterilni. Inseminacni davky by taktéz mély byt ulozené v chladicich sterilnich boxech. Jakmile
je inseminacni aparat pifipraven, nesmi dojit k jeho kontaminaci nebo zmrznuti. Pomicky
k nagelovani rekta by nemély pfijit do kontaktu s vulvou. Vulva musi byt ¢ista a utfena Cistym
rucnikem. Timto se zabrani pfipadné kontaminaci a infekci. Nasledné se do spodni ¢asti vulvy
vlozi papirovy ru¢nik a muze jiz dojit k vloZeni inseminac¢ni pejety do vulvy, aniz by doslo ke
kontaktu s vulvou. Mohou se vyuzivat také ochranné obaly. Pfi této metod¢ je pejeta obalena
Vv plastovém obalu. Aparat je nasledné veden skrz délozni kréek az do déloznich rohti. AvSak
nutnost vyuziti ochrannych obalii by méla byt vzdy zkonzultovana s veterinarnim lékafem
(O’Connor a Peters, 2003).

Posouvani pejety skrz vulvu by mélo byt pod uhlem 30 — 40 °, aby nedoslo k vniknuti do
mocového méchyte. Pro lepsi vniknuti skrz délozni kréek se doporucuje pohybovat aparatem
dopiedu a zpét. Nasleduje nejtézsi cast celého umélého oplodnéni a tou je uloZeni semene na
spravné misto. Uvolnéni spermatu by mélo byt na konci délozniho kréku a zacatku délohy. Pti
vypousténi semene by se mélo davat pozor, aby prsty neptekazely toku inseminacni davky.

K vytaZeni celého aparatu by mélo dochazet pomalu a po uplném vyprazdnéni pejety. Kdyz se
krava za¢ne béhem inseminace pohybovat, je nutné okamzité cely proces pierusit

(O’Connor a Peters, 2003).

Vyhodami umélé inseminace jsou:
e Financni Uspora (neni potifeba dovazet samce, staci jen nakoupit inseminacni davky).
e Zamezeni zdravotnich rizik (pohlavnich nemoci a jinych rizik).
e ZlepSeni genetickych vlastnosti a predispozic.

e ZjednodusSeni pateni (kdyz samice odmita samce).
Nevyhodami jsou:
e Miize dojit k naruSeni instinktu reprodukce a samice se nasledné¢ nebude chtit sama
rozmnozovat.

e Nedostatecna pfesnost inseminatorti a tudiz mensi procento zabiezavani.

Bé&hem let probihalo mnoho pokust s touto technikou na laméach a alpakéach.
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Prvni pokus o umélé oplodnéni u lam byl, kdyz se elektro-ejakulaci odebralo sperma od 2 vikuni
a 4 pako-vikuni a nasledné se ptipustilo 42 samic alpak. Narodilo se pouze jedno jediné mladé
(Fernandez-Baca a et al., 1968).

Druhym pokusem bylo odebrani spermatu od samcii alpak a nasledné ptipusténi 96 samic alpak.
Pfi tomto pokusu doslo k 25 % zabieznuti (Calderon et al., 1968).

Tretim pokusem pak bylo sebrani samc¢iho semene elektro-ejakulaci od vikuni a nasledné
pripusténi 83 samic alpak a 11 samic lam. Sperma bylo ulozeno do déloznich rohi a ispésnost
zabfeznuti dosahovala 31%. Pro samice indukované hCG bylo procento zabieznuti jesté vyssi

48% (Leyva et al., 1979).

Absence Udajli o porodnosti ve studiich provedenych na lamach a alpakach je velice
znepokojujici a mize odrazet problém tykajici se zplisobu a nacasovani indukované ovulace.
Ve studii Ratto et al. (2005) byly lamy zkoumany ultrazvukem kazdé 4 hodiny. Interval od
ovulace indukujiciho stimulu (pafeni, LH, GnRH) az po ovulaci, byl v priméru 29,4 h. Tento
interval se vSak neli$il od ruznych skupin samic. Pro spravnou produkci gamet je zapotiebi
systematické hodnoceni vlivu spermatu (spravna manipulace a nacasovani um¢lé inseminace)
(Adams et al., 2009).

Vyzkum v oblasti umélého oplodnéni u jihoamerickych velbloudovitych je velice pomaly,
avSak v nékterych zemich je vidét veliky pokrok. V pfistich letech se tato metoda velice dobie

podepise na genetickém vylepseni alpak i lam (Bravo et al., 2013).

K prvnimu zk#izeni guanako a velblouda doslo za pomoci umélého oplodnéni v Arabskych
Emiratech. Bylo vyuZito spermatu od velblouda ,,Musehan* a byla vyuZita samice guanako
»Smokey*. Mladé¢ se narodilo roku 1998 a mé vzezteni velblouda i guanako. Nema hrb, ale ma

kratké usi jako velbloud a na nohach ma dva nehty jako guanako (Bravo et al., 2013).

3.3.3 Embryo transfer

Jedna se o metodu, pfi niz dochazi k vyplachu embryi od darkyné do ptijemkyné. Pii této
technice se velice Casto vyuziva superovulace za pomoci hormonalnich stimulantd.

Ptenos embryi umoziluje zvysit po€et potomkl u vybranych jedincii a tim ziskat vétsi pocet
zvirat S lepsi genetickou vybavou. (Picha et al., 2013)

Lamy ve srovnani s ostatnimi domacimi zvifaty vykazuji jedine¢né reproduk¢ni vlastnosti.

Jedna se o indukované ovulatory, rust jejich folikult je uskute¢nén ve vinach. Obdobi biezosti
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trva zhruba 340 dni. Ovulace se objevuje na obou vejcovodech, avSak embryo se implantuje
v 95-98% do levého rohu. Byla dokazana také mozna migrace z pravého rohu do levého, coz
vyustuje ve veliky poéet mrtvych embryi (Vaughan et al., 2013).

Ve studii Sansinena et al. (2003) bylo zjisténo, ze nukledrni transfer mize byt Uspésné
aplikovan na produkci lamich embryi. Je v§ak potfeba dalSich vyzkumt, aby se urcily optimalni

parametry a vylepsila Gispésnost téchto transferti u tohoto druhu.

Prvni zpravy o vyuziti embryo transferu u alpak byly zaznamenany pied 42 lety v Peru, kdy
doslo k prvnimu sbéru zygot z vejcovodl po pareni. Po 3 dnech doslo k proplachnuti vejcovodit
délohy Ringerovym roztokem, avSak tésny svéra¢, ktery je mezi vejcovody a délohou
neumoznoval priitok tekutiny. U 80 % ovulujicich samic tedy muselo dojit k pouZiti pipety skrz
fez v déloze.

Ve Spojenych Statech doslo v roce 1985 u prvni lamy k nechirurgickému zakroku pro sbér a
ptenos embryi (Wiepz a Chapman, 1985). V tomto pokusu doslo k synchronizaci a ovulaci u
pfijemce za pomoci GnRH a sbér a pfenos vylihnutych blastocytli byl proveden 7 dni po
osetfeni GnRH. Po pfenosu dvou embryi do dvou samic doSlo k narozeni jednoho mladéte
(Sumar, 2013).

Embryo transfer u velbloudt byl zahajen s cilem reagovat na poptavku velbloudiho primyslu
hlavné¢ ve Spojenych arabskych emiratech roku 1990. Pro program embryo transferu se
vyuzivaji dva systémy. Témito systémy jsou ovulace Se superstimulaci, nebo bez ni. Mnozstvi
zabiezlych samic se pohybovalo okolo 19 — 44 % do 60 dni po oplozeni. Hlavnim tkolem
rozvoje embryo transferu je zajistit prenos velkého mnozstvi embryi a vyhledat velice dobré
darce a ptijemce S kvalitnimi oocyty a spermiemi (Anouassi et al., 2013). Vétsinou se pocet

vyplachnutych embryi pohybuje okolo 5,6 na jednu samici (Tinson a Singh, 1998).

Vzhledem ke slozité fyziologii lam je velice naro¢nd synchronizace vaje¢nikt darkyn i1
piijemkyn, zotaveni embryi a jejich ptenos. V poslednich letech vSak doslo k velikému pfevratu
v biotechnologiich a pienos embryi se stal rutinni zaleZitosti. Usp&snost pfenosu dosahuje az
37 %. Z divodu jejich velikosti a faze vyvoje byvaji embrya ihned ptenesena (Vaughan et al.,
2013).

Jednim z faktord, jez ovlivituji isp&Snost embryo transferu je kKojeni. U lam snizuje velikost
dominantnich folikulli, ale velikost zlutych télisek se nelisi. Je znamo, ze embrya dosdhnou

délozni dutiny 6. den po ovulaci. Odbér by se mél tedy provadét 6-7 dni po ovulaci. Z téchto
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znalosti miizeme usoudit, Ze informace o faktorech, které maji vliv na pfenos embrya, jsou

zalozeny na velice malo udajich (Vaughan et al., 2013).

Pomuicky pro odbér oocytt by podle Sumara (2013) mély byt tyto:

1. Obousmérny Foleyuv katetr (14-18 FR).

2. 6,2 in dlouha jehla opatiena sponou, aby nevypadla z katetru.

3. Hygienicky plastikovy sacek, aby se zabranilo mozné kontaminaci pii prichodu katetru

skrz vulvu a pochvu.

4. 10ml injekéni stiikacka se sterilni destilovanou vodou nebo fyziologickym roztokem,

aby se naplnil balonek v katetru.

5. Filtr pro odbér embryi umistény na odstupiiovaném kontejneru. Kontejner umoziuje

sbéraci métit mnozstvi splachnutych objektii ziskanych z délohy.

6. Usti trubky pro splachovani embryi. Zakoupené trubky by se mély vzdy zkratit na

pozadovanou délku, aby nedoslo ke ztrat€ embryi.

7. Petriho misky, do kterych se uklada obsah filtrdi, a hledaji se v nich embrya.

8. Pipety nebo stiikacky, kterymi se oplachuje filtr za uc¢elem splachnuti v§ech embryi.

3.3.3.1 Vybér darkyn a piijemkyn

Chovatelé by méli klast veliky diiraz na to, aby dochazelo k vyuZivani pouze téch nejlepSich
jedinct. Naklady jsou totiz velmi vysoké, a tudiz je zde kladen obrovsky diraz na co nejlepsi
potomstvo. Samice vybrané z celého dobrého stada jako darkyné, by mély byt vysoce
nadprimérné. Mély by mit dobrou stavbu téla a byt bez dédicnych vad. Také by se mél brat
zietel na reprodukéni fitness. Darkyné jsou dale hodnoceny dle hmatu, ultrasonografie a

vaginoskopie, aby nedo$lo v pohlavni soustavé k nechténému zavleceni abnormalit.
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VétSinou je zapotiebi 2-3 piijemkyi na kazdou darkyni. Piijjemkyné by mély byt v dobré
kondici, ve stafi 2-8 let a bez reprodukénich poruch. Stejné podminky jako pro darkyné by mély
platit i pro pfijemkyné. Ptijemkyné vSak mohou byt vybrany i s nezadoucimi dédi¢nymi
vadami. K tomu dochazi tehdy, kdyz je zadana napiiklad vicebarevna srst, modré o¢i, predkus
atd. (Sumar, 2013). V nedavnych studiich Sumar et al. (2010) bylo zjisténo, ze se biczost
vyskytuje u nelaktujicich samic o 26 % vice nez u samic v laktaci. Idealni pfijemkyné by méla
mit mékky d€lozni tonus, uzavieny délozni Cipek, zddné vymeésky ve vulvé a télesnou kondici

ohodnocenou lepsi znamkou nez tfi z péti moznych (Sumar, 2013).

Darkyné

Dérkyné jsou vybirany podle toho, zda maji ovulaci pouze s jednim vajickem, nebo zda maji
ovulaci s vice vajicky (superovulace).

Prvni superovulace u lam byla dosazena u 8 samic alpak pii uziti 750 IU eCG a nasledného
pouziti 1000 U hCG (choriovy gonadotropin). Za uziti laparotomie (svisly fez v podbitisku)
bylo odebrano 56 embryi z vejcovodi. Z nich bylo pouzito 44 moruli pro 44 ptijemkyn.
V dusledku tohoto pfenosu ¢tyii samice zabiezly a doslo k narozeni jednoho zdravého potomka

(Sumar, 2013).

K tomu, aby se navodila ovulace s jednim vajickem, se pouziva 4 pg buserelinu (Receptal®)
Aby se indukovala ovulace jiz existujicich folikuld, pouziva se analog k GnRH. Takovymto
zvitatim se injek¢éné poda 200 pg kloprostenolu (Juramate®). Pro ovulaci s vice vajicky se
pouziva stejnd metoda i davka s tim rozdilem, Ze se s kloprostenolem poda i 4 pg buserelinu a

poté dvakrat denné po dobu 4 dntt FSH (Folltropin V®) (Sumar, 2013).

Obr. 4
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Vajecniky lam s jednim vajickem (vlevo), vaje¢niky lam s vice vaji¢ky (uprostied a vpravo)
(Sumar, 2013).
Pro zhodnoceni darkyn se vyuzivaji tato kritéria podle Vaughan et al. (2013):

e Pocet zlutych t¢lisek urc¢enych k ovulaci

e Pocet embryi ziskanych po vyplachu délohy

e Doba potfebna pro obnoveni/procentudlni obnova (celkovy pocet vyplachnutych
embryi déleno celkovym poctem zlutych télisek, vynasobeno 100x)

e Kbyvalita a stupeii vyvoje embryi

e Velikost embryi

Piiprava darkyné na odbér embryi

Odbér se provadi u lamy darkyné vleze. Lama muze byt pod sedativy, ale nemusi. V ptipadg,
ze je pod sedativy, vyuziva se acepromatin (0,02-0,05 mg/kg). Pouziva se i lidokain (2% 1
ml/100kg télesné hmotnosti). Pfi odbéru embryi se ocas lamy obali obvazem a pevné Se piipne
sponou K jejimu hibetu, aby se minimalizovala kontaminace celého procesu odbéru. Pro idealni
transrektalni manipulaci by mél mit clovék obvod ruky mensi nebo roven 20 cm. Musi byt
ptipraveny mékké latexové rukavice a dostateéné mnozstvi lubrikantu. Pti zavadéni ruky do
konec¢niku je pro lepsi prinik zapotiebi lehce otacet s rukou. Odstrani se co nejveétsi mnozstvi
vykalii a perineélni oblast je vyciSténa mydlem a vodu a nasledné procisténa 70% ethanolem
(Sumar, 2013). Piiprava darkyné velblouda na odbér embryi spociva v tom, ze se podava FSH
v sestupnych davkach dvakrat denné po dobu 7 dnti. Po 14 dnech progesteronového oSetfovani
dochazi k injekci prostaglandinu. Ptipadné nutnosti se pouziji sedativa. Pfi odbéru se musi dbat

zvysené hygieny, aby nedoslo ke kontaminaci oocytti (Tinson et al., 2000).

Prijemkyné

Pro synchronizaci ovulace u ptijemkyn se pouziva 4 ug buserelinu mezi 1 dnem pied nakrytim
a 1 dnem po nakryti, aby se indukovala ovulace a zformovalo zluté télisko. Kdyz dojde
k pied¢asné nebo zpozdéné ovulaci, fesi se tento problém podavanim rtiznych 1éka. Cerstve
ziskana embrya jsou vlozZena do 0,25 ml pejety a ulozena do delohy. Uklada se do jedné hodiny
po odbéru od darkyné. Embryo se umistuje podle potieby (vlevo nebo vpravo), do rtuzné
hloubky (mélce, sttedné, do rohit), podle obtiznosti pienosu (snadnd, primerna, tézka) a podle

mnozstvi hlenu ve vulvé. Nasledné po 60 dnech dochazi k testu bfezosti. A t0 pomoci
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ultrazvuku nebo transrektalné. Mefitko uspéSnosti je pak vypocitano jako pocet zivé
narozenych mlad’at déleny poctem pienasenych embryi, vynasobeno 100x (Vaughan et al.,
2013).

Priprava prijemkyn na oplozeni

Vyuziva se podobnych pfiprav jako u lamy darkyné. Jsou zkoumany ultrazvukem a ovulace se
vyvolavé podavanim GnRH. Idedlni je, kdyz darkyné a ptijemkyné ovuluji v rozmezi 1 dnu a
méné. Za timto Ucelem se minimalizuji luteolitické Uc¢inky dé€loznich zanéth, které vznikly
v disledku manipulace. Pfed embryo transferem se podava syntaza prostaglandinu a mohou se
podavat i anestetika. Jako u darkyng, tak i u piijemkyné je ocas svazan a ptipnut k hibetu.
Vykaly jsou odstranény. Perianalni oblast je vyc¢iSténa. K transrektalni ultrasonografii, zda byl
ptenos uspésny, dochazi 12-13 dni po navozeném pafeni (Adams a Dominguez, 2007; Sumar,
2013).

Ptiprava ptijemkyn¢ velblouda na pfijem embryi spociva v podavanim progestagenu po dobu
10 dni a nasledné podani 1500 .U eCG (konsky chorionovy gonadotropin), PG a 1300 .U
hCG. V roce 1998 bylo procento zabteznuti 63 % (Tinson et al., 2000). Od roku 1990-2010
bylo pteneseno 11 477 embryi velbloudd. Vysledkem bylo 2858 odstavenych telat, coz

piedstavuje 27% tGc¢innost embryo transferu u velblouda (Anouassi et al., 2013).

3.3.3.2 Indukce superovulace

Superovulace je ovulace dosaZend hormondlnimi stimulanty, ¢imZ se ziska vice vajicek.
Dosazeni superovulace u lam se da zjistit tim, Ze se zméfi koncentrace estradiolu v Krvi.

Podle studie Nikjou et al. (2008) se u velbloudu vyuzivalo pro spusténi superovulace jak GnRH,
tak progestogenové 1écby. U velblouda dvouhrbého se naptiklad vyuzivalo 20ug GnRH ve
dnech nula a bylo podavano po 18 dnech a dalsi davka po 4 dnech. Velbloudim, kterym byl
podavan progestogen, také zacali podavat ve dnech nula a podavali jej ve dnech 8 a 14. Pii obou
metodach vSak je zapotiebi, aby samice obdrZely norgestomet implantaty a 200 g progesteronu.
Implantaty nasledn¢ musely byt 14 dni po oSetieni progestogenem odstranény.
Kombinace eCG a FSH se nasledné pouzivala k vyvolani kone¢né superovulace. Po prvni
injekci GnRH se zacaly do 1-2 dnii objevovat zralé folikuly a nova vina folikulti do 3-4 dnu.
Rostouci folikuly se po podéani progestogenu premenily Vv atretické nebo trvalé folikuly. AvSak
po spusténi superovulace nebyly témét zadné rozdily mezi t€émito dvéma metodami (Nikjou et
al., 2008).
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Ratto et al., (2013) uvadi, ze zékladem pro vyvolani superovulace lam je vyuziti konského
gonadotropinu (eCG), folikulo-stimulujiciho hormonu, nebo jejich kombinace. Hormon eCG
se obvykle podava do svali v davce 500-1500 IU (Velasquez a Novoa, 1999). FSH, pochazejici
od prasat nebo ovci se taktéz uziva intramuskularné, ale v klesajicich davkach po dobu 4-5 dni
(Sansinema et al., 2007). Tyto superstimulanty jsou vétSinou doprovazeny GnRH nebo LH.
Béhem nékolika poslednich let dochdzi ke zkoumani superovulace lam a fyziologickych stavi
téchto samic. Témito stavy rozumime: sexualni receptivni fazi, béznou lutedlni fazi a umélou

lutealni fazi (Ratto et al., 2013).

3.3.3.2.1 Sexudlni receptivni faze
Po péti po sob¢ jdoucich sexualnich dnech dostavaji lamy 20 mg pFSH minimalné 2x denné.

Nasleduje podani 750 TU hCG k vyvolani ovulace (Ratto et al., 1997).

3.3.3.2.2 Lutealni faze
Samice, u kterych dosahuje velikost folikulli alespont 9 mm v priméru, jsou lé¢eny GnRH nebo

hCG. Po 7 dnech je podavano 1000 IU eCG. V 9. den je podavana davka prostaglandinu a
davka 750 IU hCG. Tak se docili synchronni ovulace (Bourke et al., 1995).

3.3.3.2.3 Um¢la lutealni faze
Napodobeni lutealni fdze probihd tim zplsobem, Ze se do vaginy samice vlozi houbicka

napusténd medroxyprogesteron acetdtem. Déle jsou pouZity implantity uvoliiujici hormony
rovnou do téla (CIDR, Crestar). Superstimulace je dosaZeno ndslednym podanim 20 mg pFSH
2x denné po dobu 5 dni. Kone¢na ovulace pak je vyvolana poddnim GnRH nebo hCG (Bourke
etal., 1995).

3.3.3.3 Proplachovani délohy

S pomoci asistenta se rozeviou stydké pysky, aby vykonavatel proplachovani mohl zavést katetr
pro vyplach. Katetr sméfuje ke hibetu pochvy. Poté dojde ke stahnuti plastového obalu katetru
zpét. Kdyz katetr dosahne vaginy, vykonavatel umisti ruku, jiz namazanou lubrikantem, do
konec¢niku zvitete a vede katetr skrz délozni kréek az do téla délohy. Cela déloha se proplachuje
najednou a nedochazi k proplachovani jednoho a nasledné¢ druhého rohu. Jehla katetru je
nasledné lehce stazena tak, Ze $pic¢ka je kaudalné k balonku Foleyova katetru. Balonek se
nasledné napusti do velikosti 5-10 ml destilovanou vodou. Poté se jehla odstrani z katetru a

pfipoji se spojeni ve tvaru Y, aby mohlo dojit k napojeni vaku s teplym proplachovacim
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médiem. Asistent pfi tomto ukonu napomahd pii fizeni toku kapalin tim, Ze palcem svira
trubicku a reguluje tak tok. Musi se dbat veliké obezietnosti, aby nedoslo k pteplnéni délohy.
Déloha by se méla proplachovat v ur€itych intervalech, vétsSinou 3x po 30 sekundach. Aby doslo
k vypuzeni tekutiny, zahrnuje kazdé proplachnuti masaz déloznich rohd. Po tfetim déloznim
vyplachu dojde k vypusténi balonku a odstranéni katetru a jeho obsah je nasledné vypustén do
embryo filtru (Sumar, 2013). Pro spravnou inkubaci embryi se U lam vyuzivaji propylen glykol
a ethylen glykol. (Ratto a Adams, 2007).

Po vyplachu by se méla darkyni podat davka prostaglandinu, aby nedosSlo k nechténému

zabfeznuti (Sumar, 2013).

1.-Syringe with blunt needle
~Infundibulum

~Oviduct

~Curve forceps
~Capilar pipette insert in the uterine horn

~Glass watch

~N O O B W N

.
)

s —e

~Uterine horn

Obr. 5

Proplachovani vejcovodi za Géelem ziskani embryi u alpak (Novoa a Sumar, 1968).

Déarkyné jsou po vyplachu vejcovodi 1éceny 200 pg kloprostenolu. Aby se indukovala 1yza
zlutych télisek. Kapalina se nasledné zkouma pod stereomikroskopem a roztfid’uji se blastocyty

podle stupné vzhledu. Stupeii 1 - velmi dobry, stupent 2 — primérné dobry, stupeit 3 — Spatny,

stupen 4 — praskly (Vaughan et al., 2013).

Obr. 6

8. den po ovulaci blastocyt. Zleva stupen 2., stupen 1. 2 embrya, posledni vpravo stupen 4.
(Vaughan et al., 2013).
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3.3.3.4 Pienos embryi do piijemkyné

Pro pienos embryi se vyuziva pfenosné bréko, které se pod stereoskopem naplni 0,25 ml
roztoku. Pouzitim tuberkulinové stiikacky jsou nésledné¢ nasaté urcené sloupce: médium,

vzduch, médium s embryem, vzduch a médium.

Medium Air  Embryon+Medium Air Medium Air Medium Cotton
[ - —— W Se—
Obr. 7

Schéma prenosného brcka pii embryo transferu (Sumar, 2013).

Pficemz bavinény S$punt spoleéné s polyvinyl-alkoholem musi byt nepropustny. Brcko je
nasledné vlozeno do transferové zbrané a piekryto plastém.

Ptenosova pistole je potom vloZena do vaginy pfijemkyné a vrchol pistole je veden skrz délozni
¢ipek do delozniho rohu. Tato manipulace v reprodukénim traktu je minimalizovana jen na
pouhych par tkont, aby nedoslo k poranéni sliznice. Bréko je néasledné vynato z délohy a je

zkontrolovano, zda vse probéhlo v pofadku (Sumar, 2013).

3.3.3.5 Kryokonzervace embryi

Jednd se o zmrazeni embryi, ¢imz dojde k jejich delSimu uchovani. Pti kryokonzervaci se

vyuzivaji dvé metody: metoda pomalého zmrazovani a vitrifikace (Pegg, 2007).

Metoda pomalého zmrazovani je metoda, pti které dochazi k pomalému zmrazovéani embryi a
vyluc¢ovani vody tak, aby nedoslo k tvorbé ledovych krystalkt. Pti kryokonzervaci se vyuziva
nékolika ptistrojii a nastrojti. Jsou to tyto: kryogenicky zmrazovac, nadoba s tekutym dusikem,
pejety, odsavac vlhkosti. (Pegg, 2007).

Podle studie Patasze et al., (2000) vyslo najevo, ze existuje velice malo tidajii o mrazeni lamich
nebo alpacich embryi. V této studii byly zkoumany trofoblasty lam a doslo se k zavéru, Ze pro
zmrazeni by se méla vytvoftit urcitd opatteni:

Vystaveni 10% ethylenglykolu (propylenglykolu nebo glycerolu) doplnéného o 10% BSA a 1%
hyaluronatu sodného teploté 22 ° C po dobu 15 minut. Pro nasledné odstranéni kryopreservantu

bylo pouzito 0,5 M roztoku sacharozy (Patasz et al., 2000).
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Vitrifikace ma v moderni dob¢é vysokou tendenci nahrazovat metodu pomalého zmrazovani.
Umoziuje snadnéjsi zmrazovani vaji¢ek a embryi a otevira nové perspektivy pii jejich darovani
pfi stejné fertilit€. V budoucnosti dojde k plnému nahrazeni pomalého zmrazovani a budou se
tak moci Iépe zamrazovat i nejranéjsi stadia embryi (blastocyty). Timto zptisobem nebude
dochazet k nechténym komplikacim zptisobenych ¢asnou manipulaci s embryem (Griveau et
al., 2015).

Pii vitrifikaci dochazi k velice rychlému zmrazeni embryi. Proces se sklada z dehydratace
embrya pti pokojové teploté za pomoci vysoce koncentrovaného média a prudkého zmrazeni
(Allera et al., 2002).

Cilem prace Allera et al. (2002) bylo zhodnoceni pieziti vitrifikovanych embryi ptenesenych
do ptijemkyné. Darkyné byly oSetfeny pomoci CIDE- estradiol benzoat- EKG a ovulace byla
vyvolana ptirozené. Po pareni bylo ihned podavano GnRH. Dalsi patfeni bylo povoleno az po
24 hodinach. Ziskavani embryi probihalo mezi 8. — 9. dnem po prvnim pateni. Z 12 darkyn bylo
ziskano 22 embryi. Embrya byla nasledné vystavena vitrifikaci ve formé (20% glycerolu + 20%
ethylenglykolu + 0,3 M sacharozy + 0,375 M glukdzy a 3% polyethylenglykolu) 3x po sob¢ a
po naplnéni pejety do 0,25 ml. Poté se pejeta ponoftila do tekutého dusiku. Pfijemkynim bylo
podavano GnRH ve stejny cas jako darkynim. Bylo podéno 8 rozmrazenych vitrifika¢nich
davek s embryi pro 4 samice a 12 Cerstvych davek pro 6 samic. Vysledky byly velice Gispésné,
nebot’ prokazaly, ze pfi podani Cerstvych embryi byla mira zabfeznuti u lam 33,3 % a u
vitrifikovanych davek tomu bylo okolo 45 %. U velbloudu byly provedeny studie, které

prokazaly, Ze se usp&$nost zabieznuti pohybuje okolo 10 % (Skidmore et al., 2009).

Podle studii VVon Baera a Del Campa (2002) bylo zjisténo, ze pii otevieni pfenosného brcka
s embryi v rozmezi od 300-800 um, jeho vystaveni 40% ethylenglykolu a nasledném ponoieni
do tekutého dusiku, byly vysledky embryi velice ptijatelné. AvSak po jejich pouziti nedoslo
k zadnému zabieznuti. V jinych studiich Lattanzi et al. (2002) doslo k testu Zivotaschopnych
rozmrazenych blastocytii v kultufe SOFaa + BSA. Po 48 hodindch v médiu se rozdil mezi

pomalu zmraZzenymi embryi a vitrifikaci témét nelisil.

3.3.3.6 Embryo transfer mezi riznymi druhy

Prvni zpravy 0 zktizeni lam a alpak zminuji Taylor et al. (2001) a Sumar (2013). V prvnim

ptipad¢€ lama porodila mlade alpaky. Ve druhém piipade lama porodila mladé guanako. Embrya
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byla ziskana splachnutim embryi lam a alpak a pfenesena na piijemkyné jiného druhu. Pocet

pfijatych embryi byl okolo 57 %.

3.3.4 Invitro fertilizace (IVF) a produkce embryi

Jedna se o biotechnickou metodu v reprodukci, kdy se v laboratofi vytvaii z oocytii embrya.
Existuji dvé metody odbéru oocytii. Z jate¢nych vajeénikti nebo ze Zivych samic pomoci tzv.
transvaginalni, ultrazvukem fizené aspirace (ovum pick-up), pfi niz miZze dochazet
k superovulaci (Sansinena et al., 2007).

Takto ziskané utvary se pienesou pod mikroskop, zjistuje a identifikuje se velikost a zralost
oocytd. Po pfesném zjisténi stadii zralosti oocyti dochazi k inkubaci za pomoci pomalého nebo
rychlého zmrazeni. Pro potiebné oplozeni vajicek se ptidavaji spermie a ¢eka se, zda dojde

k oplozeni nebo ne. (Sansinena et al., 2007).

3.3.4.1 Ovum pick up

Jakmile se zjisti piitomnost antralnich folikuld, provede se odbér oocyti. Takovyto odbér
probiha za pomoci ultrasonografie.

Pied samotnym ovum pick-up se vyuziva superstimulace po kontrole ristu folikulii. Stejné jako
u ostatnich pfezvykavcil je u lam mozné vyuzit nékolik metod kontroly vyvoje folikuld,
naptiklad ultrasonografie. Ta je vSak u velikych stad ekonomicky nepfijatelna, proto se spiSe
vyuziva hormonalni terapie (LH nebo GnRH). S uspé$nym rozvojem a ¢im dal vétSim
praktickym vyuZitim t€chto metod se da velice dobie naplanovat spusténi superovulace (Ratto
et al.,, 2013). Pfi uziti progesteronu dochazi k inhibici vyvoje folikuli a vzniku nového
dominantniho folikulu 7 dni pfed spusténim ovulace (Chaves et al., 2002). V novéjSich studiich
Huanca et al. (2009) bylo dokazano, ze vytéznost oocytil je vyssi, pokud je 1éCba zahdjena jiz
v okamziku folikuldrni vlny vyvolané poddnim LH. V tomto ohledu bylo zjiSténo, Ze eCG
u¢inné indukuje produkci vice oocytt u lam (Huanca et al., 2009). Dospélé samici, ktera je
stimulovana ECG a pFSH je podavano 20 ng GnRH 24- 28 hodin pted planovanym odbérem
(Wani a Skidmore, 2010).

Pii ovum pick-up se vyuziva anestezie a komplikace s jejim vyuzitim jsou velice malé. Rizikem

muZe byt snizeni objemu plic, hypoxie, zvySeny krevni tlak a jiné. Pti této metod€ dochézi jen

malokdy k poskozeni samice zapti¢inéné ¢lovékem (Teixeira et al., 2015).
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Pro ziskavani oocytl z zivych samic se vyuziva aspirace laparoskopicka, coz je ziskavani
oocytt skrz maly chirurgicky fez v bfiSe. Vice vyuzivanou je aspirace skrz pochvu. Je to
nejvyuzivanéjsi nechirurgicka metoda odbéru oocytl, protoze k ni neni potieba slozitych
pristroji. Vybranim neinvazivni metody se zabrani riiznym sristim a jizvam. Pfi tomto odbéru
se také pouziva neinvazivni ultrasonografie, aby se monitorovala aktivita folikul (Sumar,
2013). Samici je nejprve nutné zafixovat. Poté se pripne jeji ocas k hibetu, ocisti se rektum a
oblast pochvy. Samotny odbér se provadi za pomoci vodici listy, ktera je vedena skrz vulvu do
kranialni ¢asti vaginy. Na vodici 1ist¢ je zajisténa dlouha jehla. Cely aparat postupuje skrz
délozni rohy az k folikulu. Folikularni tekutina je nasledn¢ pomoci vakuové pumpy odjimana
do zkumavek, které obsahuji ur¢ité médium. Takto ziskana tekutina je dale zkoumana za pouziti

stereomikroskopu (Wani a Skidmore, 2010).

3.3.4.2 Manipulace s oocyty

Obsah zkumavky se piesune na Petriho misku.

Pro lepsi zachazeni s vajicky se k pipetdm piipojuji tuberkulinové stiikacky. Diky nim se pred
odsatim oocytu odsava malé mnozstvi média. Tim se zabrani vysuSeni oocytu. Vajicko je
potfeba oplachnout v mycim médiu (Hyclon). Kvalitni pfenos se rozpoznd tak, ze dochdzi
k nékolikanasobnému promyvani ve splachovacim séru spole¢né s telecim fetalnim sérem.
Diky tomuto ukonu se odstrani hlen, necistoty a bakterie.

Takto upravené vajicko je nasledn¢ ulozeno na Petriho misku pfti teploté 37 °C a s médiem

obsahujicim 3% BSA (Sumar, 2013).

Celkovy primér kumulo oocytarnich komplext se pohybuje okolo 5- 24 kusi. VéEtsina kumula
se vyskytuje s rozsifenymi buiikami. Podil ziskanych oocyti do 28-19 h (91+4) a 26- 27 h
(82+3) byva vyssi nez pocet z 24-25 hodin (40£16). Dale se také z in vivo odbért ziska vice
oocytil (84+2) nez z odbéru z jate¢nych vaje¢niku (61+3) (Wani a Skidmore, 2010).

3.3.4.3 In vitro oplozeni

In vitro produkce je u tohoto druhu jen velice malo prozkoumana, proto neni moc vyuZzivana
(Tibary et al., 2005).

Po kultivaci oocytit do metafaze II se do kultivaéniho média s oocyty ptidaji spermie a ¢eka se,

zda dojde k oplozeni (Xu et al., 2016).
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Pokud se vSak pfi odbéru pomoci ovum pick-up aspiruji oocyty, které jsou jiz v MII fazi vyvoje,
tak se inseminuji do 6-12 hodin po odbéru a déle se kultivuji po dobu vyvoje kolem 8§ dnd.
V takovém piipad¢ se nejvetsi pocet blastocyst vyviji z oocyta, které byly oplozeny do 6 hodin
po odbéru. Méné pak v dobé do 12 hodin. Je to okolo 22 % ze vSech oocyti. (Makita et al.,
2016).

U lam se do faze moruly dostava zhruba 25 % oocyti a do faze blastocysty 12 % oocytl
(Sansinena et al., 2007). U velbloudu je procento oocytu, které dozraji do faze blastocysty
podobné, okolo 14-21 % (Wani, 2009).

Prvni Gspésné in vitro dozrani a oplozeni probéhlo v letech 1992 a 1994. Vyzkumnici zjistili,
ze 62 % ze vSech pouzitych oocytll dosdhlo metastaze II po 36 hodinach a 57 % vSech oocyti
vykazovalo znamky oplozeni spermatem. Nasledné¢ bylo 236 oocytd ulozeno do epitelu
vejcovodu a kultivovalo se 4 dny. 32 % se zacalo Stépit, 5,6 % dosahlo stddia moruly, 6 %

dosahlo stadia rané blastocysty a 4,7 %dosahlo blastocysty (Del Campo et. al., 1992).
Produkce embryi mé vysoky dopad na populaci velbloudovitych drzenych v zajeti nebo i1 ve

volné ptirod€. Proto poznani a zlepSeni in vitro produkce muize vést k béznému a ucinnému

vyuzivani reprodukce lam i velblouda (Trasorras et al., 2013).
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3.4 Zavér

Tato prace shrnuje poznatky o biotechnickych metodach v reprodukci samic lam a velbloudu.
Mezi nejvice vyuzivané biotechnické metody patii ultrasonografie. Vyuziva se k monitoringu
reprodukénich orgéand, pfedevsim k detekci biezosti. Tato technika je velice dobra. Ma 91%
uspésnost a jeji presnost se da srovnat s presnosti méfeni u ostatnich druhti zvitfat. Dalsi
technikou je inseminace, kterd je u této celedi méné efektivni, neZ samotné prirozené pareni, a
proto se moc nevyuziva. Procento zabfezavani se velice lisi na zéklad¢ pouziti typu davky od
10-60 %. V chovech velbloudil a lam se vyuziva také embryo transfer. Tato metoda byla jiz
uspésné aplikovana, avsak je stale potieba zajistit a provést mnohem vice vyzkumd, aby bylo
mozné definitivné urcit, zda se da zvysit poCet vyplavovanych embryi, ktery se nyni pohybuje
okolo 6 embryi na jednu samici. Po odbéru se ur€ity pocet embryi miize ihned pouzit k pfenosu
do prijemkyn¢ a ¢ast embryi se mize konzervovat. Kryokonzervace embryi je méné vynosna
nez pouziti ¢erstvych embryi, nebot’ dochazi k odumirani a rupturdm bunék, tudiz nasledné
procento zabteznuti se pohybuje okolo 10-45 %. Nejmladsi biotechnickou metodou je in vitro
produkce embryi. Pfi in vitro produkci je nutné provést zisk oocytl. Bylo prokézéano, ze
z vajecnikl zivych samic, se dé ziskat vice oocytll, nez z jateCnych vajecniki. Takto ziskané
oocyty se posléze v laboratornich podminkéch oplodni a kultivuji. Touto metodou se da ziskat
ze vSech kultivovanych oocytl az 21 % blastocyst. Tato metoda ma nejvetsi potencial ve vyuziti

Vv reprodukéni praxi této Celedi.
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