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Abstrakt

Biotechnologické metody v reprodukci velbloudi

Velbloudi jsou dulezitymi hospodaiskymi zvifaty v mnoha oblastech tropu.
Jejich reprodukce je vSak spojena s nékolika omezenimi, se kterymi tato bakalaiska
prace Ctenaie seznamuje. Problematikou reprodukce velbloudd se v poslednich letech
zabyva stale vice studii a vyuziti modernich biotechnologickych metod, jako je
inseminace, synchronizace fije ¢i embryotransfer, roste na vyznamnosti. Cilem této
bakaldiské prace bylo z dosavadniho védeckého badani utvofit uceleny piehled
jednotlivych metod, coz muze byt vychodiskem pro dalsi vyzkumy zamétené na
problematiku reprodukce nejen velbloudt. Tyto biotechnologické metody by mohly byt
vyuzity i V zachranném programu kriticky ohrozeného divokého velblouda dvouhrbého,
jehoz pocty stale klesaji. Nejcastéji vyuzivanou metodou je uméla inseminace, avsak
dalsi pokrocilé reproduk¢ni technologie, jako je embryotransfer ¢i klonovani, budou
nejspi$ hrat dulezitou roli v budoucich vyhlidkach pro Gspésnou reprodukéni vykonnost

hospodaiskych zvitat.

Klic¢ova slova: Camelus, dromedar, drabat, inseminace, embryotransfer,

synchronizace, fije



Author’s abstract

Reproductive technologies in camels

Camels are important livestock in many areas of the tropics. However, their
reproduction is connected with several limitations that this bachelor thesis introduces to
the reader. The issue of camel reproduction has been increasingly studied in recent years
and the use of modern biotechnological methods such as insemination, oestrus
synchronization or embryo transfer is increasing in importance. The aim of this bachelor
thesis was to create a comprehensive overview of individual methods from the current
scientific research, which can be the starting point for further research focused on the
issue of reproduction not only of camels. These biotechnological methods could also be
used in the rescue program of the critically endangered wild Bactrian camel, whose
numbers are still falling. The most commonly used method is artificial insemination, but
other advanced reproductive technologies such as embryo transfer or cloning are likely
to play an important role in future prospects for successful livestock reproductive

performance.

Key words: Camelus, dromedary, bactrian camel, insemination,

embryotransfer, synchronization, rut
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Seznam zKratek pouZitych v praci

IUCN — Mezinarodni svaz ochrany pfirody; z anglického International Union for
Conservation of Nature

eCG — choriovy gonadotropin

FSH — folikulostimulacni hormon

PGF2a — prostaglandin F2 alfa

GnRH — gonadotropiny uvoliujici hormon
hCG - lidsky choriovy gonadotropin

LH — luteiniza¢ni hormon

PBS — fosfatem pufrovany roztok

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EG - ethylenglykol

rpm — otacky za minutu

M — molarni hmotnost

¢ — koncentrace

resp. — respektive

cca — cirka; ptiblizné



1. Uvod

Zvysovani teploty planety Zem¢ zpiisobené globalnim oteplovanim je jednim
z faktort zapfticinujicich rozsifovani plochy pousti neboli desertifikaci. Velbloud méa diky
svym vlastnostem dobré vyhlidky na preziti v téchto nepfiznivych podminkach jako
vhodné hospodaiské zvife pro projekty udrzitelného zemédélstvi a zivocisné vyroby.
V minulosti byli velbloudi vyuzivani ptfedevSim pro transport zbozi a osob na dlouhé
vzdalenosti, ale v poslednich letech roste jejich potieba pro produkci masa, mléka
a dalsich produktd. Jsou totiz svymi vlastnostmi dokonale pfizptisobeni zivotu v drsnych
podminkach, jako jsou vysoké teploty, sucho a nedostatek potravy, které nepiiznivé
ovliviiuji vykonnost ostatnich hospodatskych zvitat.

Reprodukéni  vykonnost — velblouda je vSak v porovnani s ostatnimi
hospodatskymi zvitaty nizka. To se odrazi predevsim na klesajicich poctech divokého
velblouda dvouhrbého, ktery patii mezi kriticky ohrozend zvifata. Stale vice studii se
zabyva moznostmi zlepSeni reprodukce velbloudu, diky ¢emuz je mozné zaroven docilit
1 zvySeni mlé¢né a masné produkce.

Tato bakalarska prace v prvni c¢asti pojednava o reprodukci velbloudi
a podrobnéji se zabyva problémy S ni spojenymi. V dalsi ¢asti, kterd vychéazi predevSim
z védeckych ¢lankli, jsou popsany jednotlivé biotechnologické metody, které jsou
uc¢innym nastrojem ke zlepSeni reprodukce. Cilem prace je tyto poznatky shrnout do
uceleného piehledu, jenZ miize poslouzit naptiklad v zachranném programu divokého
velblouda dvouhrbého jako vychodisko pifi vybéru vhodné biotechnologické metody — po

zvazeni  dostupnosti  vhodnych  technologii a  kvalifikovaného  tymu.
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2. Metodika

Literarni reSerSe byla zpracovana piedev§im na zakladé védeckych publikaci. Ty
byly vyhledavany v elektronickych databazich za pomoci klicovych slov. Veskera
literatura byla citovana podle zavaznych pravidel FTZ. Prace byla sepsana

a strukturovéana dle Manualu pro psani bakalaiskych praci FTZ.
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3. Literarni reSerse

3.1. Zakladni charakteristika a vyuziti velbloudu

Celed’ velbloudoviti (Camelidae) zahrnuje tii rody (viz Obrazek 1) — velbloudy
(Camelus), lamy (Lama) a vikuné (Vicuna) (Skidmore 2003; Kadim et al. 2012).
Velbloudi patii mezi vyznamna hospodaiska zvifata, a to diky svym jedine¢nym
vlastnostem, jako je adaptace na vysoké teploty, nizka spotieba vody a krmiva a celkova
nenaro¢nost (EI-Bahrawy et al. 2015; Kadim et al. 2012). Jsou dulezitou transportni silou.
Dokazou unést velice tézké naklady (az 300 kg) na dlouhé vzdalenosti. Od nepaméti byli
nazyvani  ,koraby  pousté“  (,the ship of the desert”) (Feldhamer
et al. 2007). Pii béhu dokazou vyvinout rychlost az 64 km/h (DesertUSA 2019). Po staleti
jsou diky tomu vyuzivani i v dostihovych zavodech, pfedev§im ve Spojenych arabskych
emiratech. Dale lidem slouzi jako zdroj mléka, které je v posledni dobé stale
vyhledavangjsi komoditou pro vyrobu rtznych dalSich produkti (Yasin & Wahid 1957).
Nemén¢ dulezita je i produkce srsti ¢i masa, ktera se stava stale vyznamnéjsi, vzhledem
ke zménam klimatu, které negativné ovliviiuji vykony ostatnich masnych zvitat (El-
Bahrawy 2013; Skidmore 2003). Rychly narist lidské populace v rozvojovych zemich
vede k vysoké poptavce po produkci masa. Dulezité je také vyuziti velbloudiho trusu jako
paliva, které je snadno dostupné, levné, obnovitelné a produkuje méné zneCisténi nez

spalovani fosilnich paliv (DesertUSA 2019).
Camelidae
family
Camelus Llama Vicugna

| |

C. bactrianus L. glama L. pacos L. guanacoe V. vicugna
(Bactrian camel) (Llama) (Alpaca) (Guanaco) (Vicuna)

C. dromedarius
(Dromedary)

Obrazek 1 Taxonomie celed1 velbloudoviti (Camelldae) Zdroj: (Kadim et al. 2012)
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3.2. Popis druhu

Rod velbloudd zahrnuje tii druhy — velbloud jednohrby (Camelus dromedarius),
domestikovany velbloud dvouhrby (Camelus bactrianus) a divoky velbloud dvouhrby
(Camelus ferus). Velbloud jednohrby, znamy téZ pod nazvem dromedar (viz Obrazek 2),
je rozsifen v oblastech s aridnim klimatem S nizkym mnozstvim srazek a bez mrazivych
zim. Dromedati hraji dilezitou ekonomickou roli piedev§im v Egypté, ale i v mnoha
dalsich zemich (Ismail et al. 1998). Mezi ty patii pfedev§im Blizky vychod, Pakistan,
Afghéanistan a Indie a dale suché poustni oblasti stiedni a jihovychodni Asie a pousté
Sahary v severni Africe (viz Obrazek 3) (DesertUSA 2019; Kadim et al. 2013). Maji
Siroka mozolnatd chodidla s paznehty, kterd jim umoznuji bezproblémovou chizi
V hlubokém pisku, ale i po skalnaté krajin€. Jejich srst je zbarvena do svétle hnédé, ale
existuji 1 velice cenni jedinci bilé barvy. Dromedar je ideédlni pro pési pochody s tézkym

nakladem a samice maji velmi vysokou mlé¢nost (Kotpal 2010).

- © Jan Seweik

Obriazek 2: Velbloud jednohrby (Camelus dromedarius). Zdroj: (Sev¢ik 2019)
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Velbloud dvouhrby, nebo také drabai (viz Obrazek 4) se vyskytuje
v severngjSich pasmech s vyskytem mrazivych zim, napt. v Kazachstanu, Mongolsku,
Cing a vychodné od Sibife. Spole¢né s dromedarem se pak vyskytuje také v iranu,
Afghanistanu, Pakistanu a Indii (Kadim et al. 2012). Divoky velbloud dvouhrby je podle
IUCN povazovan za Kkriticky ohrozeny druh, nachazi se v poustich Gobi a Gashun Gobi
v severozapadni Ciné a Mongolsku, kde celkem Zije pouze kolem 950 jedinct (Katzensky
et al. 2014; Hare 2008; Kadim et al. 2012). Tento druh je ohroZen piedev§im lidmi,
pytlactvim, hybridizaci, konkurenci a pfenosem chorob z domestikovanych velbloudt
dvouhrbych (Katzensky et al. 2014). Domacich velbloudi dvouhrbych je zhruba
1,4 milionu (DesertUSA 2019). Drabaii maji kratsi krk a zaroven delsi télo s krat§ima
nohama, nez maji dromedati. Nejsou tedy tolik vhodni jako soumafi pro noseni tézkych
nakladt, ale zato jsou lep$i jako tazna zvifata. Dale jsou dileziti pro produkci srsti,
jelikoz na zimu obrdstaji velmi dlouhou a hustou hiivou, kterd byva tmavsi nez

u dromedaru (Kotpal 2010).

Number of camels (millions)
1=
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Obrazek 3: Pocet velbloudi v jednotlivych zemich. Zdroj: (Kadim et al. 2012)
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ud dvouhrby (Camelus bactrianus). Zdroj: (Romanow 2012)

i

" Obriézek 4: Velblo

3.3. Vyziva, chovani a adaptace na stres

Velbloudi jsou bylozravci, zivi se trdvou a poustnimi rostlinami a dosdhnou
1 na vyssi stromy. Vnitfek jejich Ust je lemovan hustou kizi, kterd jim umozZiuje Zvykat
1 trnité rostliny, které jind zvifata nemohou konzumovat. Mohou jist i1 rostliny
s vysokym obsahem soli (Feldhamer et al. 2007). Velbloudi cestuji ve stidech nebo
karavanach, kde ptevazuji samice a mlad’ata s jednim dominantnim samcem (DesertUSA
2019). Pokud jde o ptizpusobeni se drsnému prostiedi, maji velbloudi oproti ostatnim
domestikovanym zvifatim zna¢né vyhody. Jejich morfologické rysy je ¢ini dobie
ptizptisobenymi k pieziti v aridnich, semiaridnich a hornatych oblastech (Kadim et al.
2012). K tomu jim pomaha i jejich hrb, ktery se sklada z tukové tkané. Ta minimalizuje
tepelnou izolaci ve zbytku téla a udrzuje je chladnéjsi. Déale maji hustou srst, ktera odrazi
slune¢ni zatreni a nedosahne jejich klize. V nejteplejSich dnech tak miZze teplota na
povrchu jejich srsti vystoupat az k 80 °C, teplota kize je vSak kolem
40 °C (Feldhamer et al. 2007). Jejich télesné teploty se pohybuji od 33,8 °C béhem noci
do 41 °C béhem dne. Tento tepelny rozdil jim pomahd snizit mnozstvi tekutiny, kterou
ztrati pocenim. Velbloudi mohou pocenim ztratit 2025 % télesné hmotnosti, nezli dojde
k dehydrataci. Pticemz vétSina ostatnich zvitat nesmi piekrocit
3-4% ztratu, jinak by doSlo k srdecnimu selhani. Nosni dirky velbloudiu

dokazou zachytit a recyklovat vodni pary z vydechu a vrétit je zpét do téla, coz snizuje
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mnozstvi vody ztracené béhem procesu dychani. Ke snizovani ztrat vody napomaha
i lepsi vstiebavani, takze jejich trus je suchy a mo¢ ma hustou konzistenci. Velbloudi
se dozivaji 40-50 let. V¢étSina velbloudd (skoro 90 %) je domestikovana

(DesertUSA 2019).

3.4. Zachranny program divokého velblouda dvouhrbého

V Mongolsku byl zaloZen program pro ochranu divokého velblouda dvouhrbého
nadaci Wild Camel Protection Foundation. Jednd se o naléhavou prioritu zachovani,
jelikoz v Cin& a Mongolsku Zije v soucasné dobé v zajeti pouze 15 divokych velbloudt.
S tak malym pocétem zajatych zvitat mize cely druh vymizet, pokud budou zni¢ena jejich
pfirozend stanoviité v Ciné a Mongolsku, kde Zije pouze kolem
950 jedinct. Je proto dileZité chovat v zajeti dostatek zvirat, aby se této mozZné katastrofe
zabrénilo. Pfirozena reprodukce bohuzel k naristu poctl zvifat neni dostacujici, vzhledem
k problémim s ni spojenych. Je tedy nutné vyuzivat jednotlivych biotechnologickych
metod, které pomahaji pocty zvifat zvySovat a zlepSovat jejich genetickou vybavu (Hare
2008). Vroce 1976 byla na hranicich Mongolska a Ciny zaloZena piisné chranéna
rezervace Great Gobi a jedna se o Ctvrtou nejveétsi biosférickou rezervaci na svété.
Nachazi se zde vzacné poustni a horské stepni vegetace, které poskytuji ttocisté jak
divokym velbloudim dvouhrbym (cca 350 jedinct), tak i divokym oslim, gobijskym
medvédim a jinym ohrozenym zvifatim (Hare 2008; UNESCO 2008; Katzensky et al.
2014).

-17 -



3.5. Reprodukce velbloudi

Velbloudi jsou schopni pfezivat a rozmnozovat se ve velice nevlidnych
podminkach. Diky svym jedineCnym adaptacnim vlastnostem se povazuji za
nejvSestrannéjsi zvirata, ktera ziji a pusobi v tak pfisnych podminkéach Zzivotniho
prostiedi. AvSak reprodukéni uspé$nost velbloudii neptiznivé ovliviiuje n€kolik faktort
(El-Bahrawy et al. 2015; Ismail et al. 1998). Mezi ty patii napiiklad vék pohlavni
dospélosti, dlouhé¢ mezidobi (tj. obdobi mezi dvéma porody), dlouhé obdobi biezosti
(13 mésicu), sezonni rozmnozovani ¢i indukovana ovulace (Abdussamad et al. 2011; El-
Hassainen et al. 2010). Obvykle se kazdé dva roky rodi pouze jedno mlade, coz podle
Ismaila (1998) mutze byt zplsobeno kratkou dobou rozmnozovani spolu s dlouhym
obdobim laktace (Ismail et al. 1998).

Péfeni nastava pouze v urcitych obdobich roku, proto jsou velbloudi povazovani
za sezonné polyestrickd zvifata. Obdobi prfirozeného pafeni se vyskytuje ve vSech
oblastech v dobé roku, kdy je folikularni vlna nejdelsi. Ve Spojenych arabskych
emiratech vykazuji velbloudi ovaridlni aktivitu po cely rok, pokud jsou dobfe Ziveni
(Agarwal et al. 1997). Tato perioda se 1i§i na zakladé geologické polohy (viz Tabulka 1)
a genetiky. Zacatek obdobi pafeni muze souviset i s prodluzovanim délky denniho svétla
(Merkt et al. 1990). Pii vzrustu teplot pohlavni aktivita ustava (Hafez & Hafez 2001).
Dalsimi faktory ovliviiujicimi sexudlni aktivitu jsou télesna hmotnost, optimalni vyziva,
fotoperioda, teplota a dostupnost pitné vody (Basiouni 2007). Samice sice pohlavné
2011) a fakticky byvaji pripoustény az v 6 letech. Samice mohou byt sexudlné aktivni
20-30 let (Merkt et al. 1990). Rije u velbloudich samcil je zietelnd a nastivd b&hem
chladného suchého obdobi mezi fijnem a prosincem (Abdussamad et al. 2011),
v egyptskych klimatickych podminkach od poloviny prosince do pozdniho tnora (EI-
Bahrawy et al. 2015), a mezi jeji pfiznaky patii roztazeny postoj, casté moceni, hazeni
ocasem a nechutenstvi vedouci ke ztrat¢ hmotnosti, z tylni Zlazy vylucuje cerny
zapachajici sekret, pysky se mu obali pénou, skiipe zuby, kouse a kope (Abdussamad et
al. 2011; El-Bahrawy et al. 2015). Samci byvaji agresivni a té¢zko zvladatelni, méli by byt
od sebe odd¢leni, aby se ptedeslo bojim a ptipadnym zranénim ¢i smrti. Pfiznaky u samic

nejsou tak zjevné, ale muze se vyskytovat zvySené prokrveni pohlavnich organu,
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drazdivost, neklid, ¢asté moceni a vyhledavani samce (Abdussamad et al. 2011). Samec
v 1iji Casto sleduje samici, kousa ji do hrbu ¢i zadni nohy a oc¢ichéva jeji vulvu. Samice se
v odezvé rozkroc¢i, zvedne hlavu a ocas do vzduchu a periodicky moci, dokud nesvoli
k pafeni. Pafeni velbloudd probiha vleze. Samice se o zem opira svymi hrudnimi mozoly
a samec se hrudi opird o zadni Cast jejiho hrbu. Samotny pohlavni akt trvd zhruba

13-14 minut. Muze ale trvat déle, a to az 26 minut (Abdussamad, et al. 2011).

Tabulka 1: Geografické rozdily v obdobi pafeni. Zdroj: (Merkt et al. 1990)

Doba fije Zemé Klima Nutrini status
Listopad - bfezen Indie Deélka dne se nejprve snizuje, poté zvySuje V zavislosti na trovni vyzivy
Listopad - tnor Indie Délka dne se nejprve snizuje, poté zvySuje V zavislosti na (rovni vy/zivy
Rijen - biezen Indie Délka dne se nejprve snizuje, poté zvySuje V zavislosti na trovni vyzivy
Prosinec - nor Indie Délka dne se zvySuje
Prosinec - biezen Pakistan Délka dne se zvySuje
Pol. ledna - kon. kvétna  Turkmenistin Délka dne se rapidné zvySuje; velmi chladné klima se otepluje  Chudy, predevsim v casném obdobi
Leden - tnor fran Délka dne se rapidné zvySuje
Leden - biezen Izrael Chladné klima, oteplovani Kratké obdobi ristu
Biezen - duben Egypt Délka dne se zvySuje - teplé az horké klima
Biezen - kvéten Egypt Délka dne se zvySuje - teplé az horké klima
Listopad - duben Tunisia Délka dne se nejprve snizuje, poté zvySuje; d&st’; oteplent Veelku dobry
Prosinec - kvéten Maroko Délka dne se nejprve snizuje, poté zvysuje Veelku dobry
Listopad - duben Maroko Teplé az horké klima
Stpen - zaii Mali Délka dne se snizuje; dést’ Dobry
Unor - biezen Mali Deélka dne se zvsuje; oteplovani Zavisly na zimnich podminkach
Cerven Somalsko Délka dne neménna Dobry
Zaii - listopad Somélsko Délka dne se pomalu snizuje Dobry
Cerven - zafi Australie Délka dne se zvySuje Dobry

Pro detekci fije pii fizeném zapousténi se pouziva prubif. Pokud je samice
V fiji, ulehne ptfed nim na zem a prubife nahradi vybrany plemenik. Tento druh zapousténi
je z plemenatfského hlediska prospé$ny, ale nejprve je nutné uréené samce naucit

pohotovosti k okamzitému pareni (Abdussamad et al. 2011).

3.5.1. Pohlavni organy samce

Varlata velbloudiho samce jsou ovalného tvaru a nachézeji se v Sourku né€kolik
centimetrli pod sedacim obloukem. Po narozeni jsou mald, zvétSuji se na zac¢atku puberty
a nejvyssi hmotnosti dosahuji ve véku 10-14 let (Bravo et al. 2000). Kazdé varle vazi
80-120 g a levé ve vétsing€ pripadid byva veEtsi nez pravé. Slouzi k produkci saméich
hormontt a spermii. Nadvarlata se nachazeji na predni hrané varlat a dochazi zde

k dozravani spermii (Merkt et al. 1990).
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Piedstojna zlaza neboli prostata se nachazi v tirovni hrdla mo¢ového méchyte. Je
tvofena tubuloalveolarnimi zlazkami a je pokryta membranou z tenké vrstvy svali.
Produkuje prostaticky sekret, ktery je dileZitou slozkou ejakulatu a umoziuje pohyblivost
spermii. Bulbouretralni zlaza, kterd usti do mocové trubice, vylucuje zésadity sekret
chranici spermie pred kyselymi zbytky moc¢i. Chamovod sahd od nadvarlete do panevni
Casti mocCové trubice a pii ejakulaci do ni vede sperma. Penis velblouda je zhruba 60 cm
dlouhy. Je fibroelastického typu s charakteristickou klickou esovitého tvaru pted Sourkem
a zalud je zakfiven do tvaru hacku a je tvofen chrupavcitou tkani (Hafez & Hafez 2001,
Merkt et al. 1990).

Pocet pohlavnich bunék na jeden gram tkdné velbloudiho varlete je mensi nez
u ostatnich druht zvifat. Velky vliv na produkci spermii maji sezéonni zmény (Merkt
et al. 1990). Nejvétsi prumér semenotvorného kanalku a nejvyssi pocet spermatogonii,
spermatid a spermii, byl naméfen z materidlu shromazdéného bchem jara. Pocet
Leydigovych bunék, které ovlivituji zrani spermii a vyvoj pohlavnich znakti produkci
testosteronu (Rateb 2011), se zvySuje na konci zimy a béhem jara je vétSina z nich
dospélého typu. Degenerativni zmény, se snizujicim se poctem dospélych Leydigovych
bunék, nastavaji v 1été a tento trend pokracuje do poloviny podzimu (Abdel-Raouf et al.
1974).

3.5.1.1. Charakteristika semene

Pocatecni laboratorni test pro hodnoceni plodnosti samct je analyza odebraného
spermatu. Hodnoceni spermatu zahrnuje vizualni kontrolu (barva ejakulatu a objem)
a evaluaci fyzickych charakteristik (pohyblivost, zivotaschopnost, morfologie
a pripadné abnormality u spermii (El-Bahrawy et al. 2015). Barva spermatu zavisi na
poméru Sedé Zelatinové slozky a bilé slozky bohaté na spermie. Primérné nejvyssi objem
spermatu byl zaznamenan bé&hem unora (7,9 ml) a nejniz8§i béhem prosince
(3,9 ml) (El-Bahrawy 2005). Pohyblivost spermii byva v Siroké skale 0-90 %, primérné
vSak kolem 46,7 % (El-Bahrawy et al. 2015). Spermie velblouda je obvykle mensi nez
u ostatnich domestikovanych zvifat. Jeji celkova délka je zhruba 42,2 um. Objem
ejakulatu kolisd mezi 5 az 22 ml a primérné ¢ini 8,5 ml. Barva semene je svétle Seda

az mlééné bila. Thned po odbéru ma Zelatinovou konzistenci, kterd po 7 az

8 minutach zfidne. Koncentrace spermii v ejakulatu byva nejvyssi v prubéhu zimy
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(0,736 x 10°) a pies 1éto klesa (0,176 x 10°). PH je zasadité (piiblizné 7,8). Primérny
obsah zivych spermii je 55 % (Merkt et al. 1990).

3.5.2. Pohlavni organy samice

Vaje¢niky jsou ovalného zplostélého tvaru. Velikost a tvar se lisi na zakladé
obsahu folikuld a Zlutého téliska, diky kterym je jejich povrch nerovny (Srikandakumar et
al. 2001). Hmotnost a velikost vajeénikii je ovlivnéna vékem a velikosti samice
a také stadiem reprodukéniho cyklu. Primérné méii kolem 3 ¢cm na délku a 2 cm na Sitku
s tloustkou mensi nez 1 cm. Nefunkéni vajeénik vazi pfiblizné 4 g, zatimco vaje¢nik
obsahujici Graafovy folikuly ¢i zIuté télisko mize vazit 5,5 az 8 g (Merkt et al. 1990;
Basiouni 2007).

Graafovy folikuly vznikaji na zac¢atku ovulace a obsahuji oocyt. Jsou nahodné
dopravovany na povrch vaje¢niku. Primérny Cas potiebny k jejich dozrani ¢ini 6 dni
a lisi se u jedinct 1 v pribchu cyklu. Po dozrani zachovavaji svou velikost zhruba 13 dni
a béhem dalSich 8 dni opét ustupuji. Tato perioda od vzniku az po zanik Graafova

folikulu se nazyva folikularni vina (Merkt et al. 1990).

Zluté télisko se tvoii 1 az 2 dny po pafeni. Zraje po dobu 5 az 10 dni a v této
podobé dale zistava 3 dny. Zralé télisko se svym tvarem a velikosti podoba zralému
folikulu. Pokud po ovulaci nedojde Kk poceti, zluté télisko béhem 10 az 12 dni vymizi.
Vejcovod je dlouhy 17-28 cm. Kazdy vejcovod usti do d€lozniho rohu uizkym otvorem na
vrcholku papily. Na d€loznim konci jsou vejcovody prodlouzené, aby umoznily delsi

dobu uloZeni vysokého poctu spermii (Merkt et al. 1990).

D¢loha velbloudi samice je dvourohé a dostatecné velka, aby se vesla do pozice,
ktera je Castené biiSni a Caste¢né panevni. Z dobtfe vyvinutého délozniho téla vybihaji
dva délozni rohy, které davaji vzniknout typickému dé€loznimu tvaru do pismene
T (Srikandakumar et al. 2001). Sliznice délohy je hladka. D¢lozni kréek je kratka
struktura tvofena péti prstencovymi slizni¢nimi zahyby lehce vy¢nivajicimi do pochvy.
Pochva je elasticka, dlouha zhruba 30,5 cm. Ve vaginalni sténé¢ jsou podélné
a kruhove¢ slizni¢ni zdhyby. Gartnertiv kanalek je dlouhy a Bartholiniho Zlaza, nachazejici

se v oblasti vné€jsiho otvoru delozniho ¢ipku, je dobie vyvinuta (Merkt et al. 1990).
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3.5.2.1. Folikularni vlna, ovulace

Je znamé, ze ovulace velbloudich samic je provokovana. K vyvolani
neuroendokrinniho reflexu, zahrnujicitho zahajeni uvoliiovani luteiniza¢niho hormonu je
nutna kopulace nebo jina stimulace (El-Hassainen et al. 2010; Merkt et al. 1990). Ovulace
se nasledné dostavi po 32—46 hodinach. Je tedy nespravné pouzivat termin estralni cyklus
— jedna se spiSe o folikularni viny. Ovulace je ovlivnéna sezénné, v nékterych mésicich je
¢innost vajecnikll niz8i, zatimco v jinych je velmi vysoka. Délka folikularni viny se lisi
s ohledem na geografickou polohu. V Indii je praimérna délka cyklu 23,4 dne, v Egypté
24,2 dne a v Stidanu az 28 dni. Rije trvd 4-6 dni. Délka cyklu byva 19 dni a proestrus
obvykle trva 5 dni (Merkt et al. 1990).

3.6. Biotechnologické metody reprodukce

Jak jiz bylo zminéno v piedchozich kapitolach, reprodukéni efektivita velbloud
je velmi nizkd a omezena nékolika faktory. Velbloudi jsou znami pro jejich unikatni
sexualni chovani béhem obdobi fije. Maji piirozena omezeni v oblasti reprodukce, jako je
dlouhé obdobi ptichodu do puberty, sezonnost pafeni, dlouhd doba biezosti a vysoky
vyskyt embryondlni smrti. Dal§im problémem je také pokracujici vyuZivani tradi¢nich
systémil reprodukéniho managementu ve vétSiné pripadii chovnych stad. Metody umélé
inseminace a prenosu embrya by mohly byt vyuzity k pfekonani nékterych z téchto
problémii a poskytnout pfilezitost k produkci vice potomki z pozadovanych kombinaci

samce a samice (Skidmore 2003).

Je tedy dulezité zlepSovat védomosti ohledné ovaridlni funkce a Vlastnosti
semene a pomoci aplikace technologii asistované reprodukce umoznit zkvalitnéni
reprodukce a genetické vylepSeni velbloudd (El-Bahrawy 2013). Tyto alternativni
reprodukéni techniky jsou dostupné nejen pro manipulaci s reprodukénimi procesy, ale
také se ukazaly byt mocnymi ndstroji pfi potlaceni Sifeni vertikalné pfenaSenych chorob
(Chakravarthi & Sri Balaji 2010).

Mnozstvi informaci ohledné probléma s reprodukci velbloudd je znac¢né
omezené. Sbér dat probiha vétSinou formou dotaznikli vyplnénych majiteli velbloudd,
materiali z jatek nebo pozorovanim zvirat na farmach ¢i klinikach (Merkt et al. 1990).

Nedostatek veterinarnich znalosti v biotechnologickych technikach, jako je naptiklad
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embryotransfer ¢i umélé oplodnéni, souvisi s nedostatkem informaci v dostupné literatuie
(Skidmore 2003).

3.6.1. Inseminace

Uméla inseminace je nejefektivnéjsi a také nejméné invazivni asistovanou
reprodukéni metodou, jez obchazi fyzikalni nebo behaviordlni ptekdzky piirozeného
pafeni a zajiStuje genectickou vyménu mezi populacemi a genetické vylepSeni zvifat
(Durrant 2009). Reprodukéni schopnost a efektivita se od zavedeni umélé inseminace
u hospodarskych zvitat vyrazné zlepsila (Chakravarthi & Sri Balaji 2010). Zatimco se
u velbloudich samcu fije vyskutuje pouze v urcitém obdobi, samice mohou byt sexualné
aktivni i mimo obdobi ftije (El-Bahrawy et al. 2006). Pokrok ve vyvoji umélého
oplodnéni, metody uchovani spermatu a dalsich technik souvisejicich s timto oborem neni
u velbloudovitych natolik pokrocily v porovnani s ostatnimi druhy hospodarskych zvirat.
Diivodem je pomérné limitované mnozstvi informaci o anatomii a fyziologii celedi
velbloudovitych v dostupné literatuie (Bravo et al. 2000), problematicky odbér spermatu,
malo informaci v literatufe  ohledné  charakteristik semene, jeho fedéni
a nasledného zmrazeni (El-Bahrawy et al. 2006). Dal$im limitujicim omezenim je
efektivni detekce fije, ktera vyzaduje mnoho ¢asu, dovednosti a vydaji (El-Hassainen et
al. 2010).

Studie biofyzickych a biochemickych vlastnosti spermatu jsou esencialni pro
jeho dalsi zpracovani, zachovani a naslednou inseminaci (Mosaferi et al. 2005).
U velbloudi se vyuzivd nékolika metod odbéru spermatu. Ty mohou ovlivnit jeho
biochemické vlastnosti, jako je napiiklad objem nebo kvalita. Zajem o pouZivani
biotechnologickych metod reprodukce u velbloudt v poslednich letech vyznamné vzrostl,

a to predevsim diky jejich komerénimu potencialu (EI-Bahrawy et al. 2006).

3.6.1.1. Odbér spermatu

Odbér spermatu je dulezitym krokem k jeho hodnoceni a zpracovani. ZvySeni
povédomi o charakteristikach velbloudiho spermatu a jeho schopnosti zmrznout mize
pomoci porozumét jednomu z mnoha faktorti ovliviiujicich $patnou plodnost velbloudt

(El-Bahrawy et al. 2006).
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Existuje n€kolik metod odbéru, které byly upraveny tak, aby se piizpusobily
chovani velbloudiho samce pii kopulaci (EI-Bahrawy 2013). Podle Brava (2000) patii
mezi piijatelné metody odbéru spermatu elektroejakulace a odbér pomoci umélé bovinni
vaginy (Bravo et al. 2000). Jednim z nejvétSich problémi, které zpomaluji vyvoj umélé
inseminace, je mukoidni povaha velbloudiho spermatu. Je zaznamenana korelace mezi
vysokym poctem selhani zabieznuti a touto viskézni formou semene. Ta sniZuje
schopnost posuzovat ejakulat pii urCovani koncentrace a pohyblivosti spermii (EI-Zanaty
et al. 2004).

Védecky ¢lanek Brava (2000) popisuje elektroejakulaci jako ejakulaci vyvolanou
pusobenim elektrického proudu prostfednictvim rektdlni sondy. Tato metoda je
nejcennéjsi v obdobi fije samct, kdy jejich agresivni chovani mize zpiisobit ublizeni na
zdravi ¢lovéka, ktery sperma odebird. K ejakulaci dochazi zhruba po péti minutach, kdy
se v deseti vtetinovych intervalech rektalné aplikuji elektrické impulzy. Agresivni reakce
samct se daji zmirnit pouzitim uklidiujiciho prostfedku. Vysledkem tohoto odbéru
spermatu je sice mensi mnozstvi ejakulatu, ostatni parametry se ale shoduji s ejakulatem

odebranym pomoci um¢lé vaginy (Bravo et al. 2000).

Podle El-Bahrawyho (2013) je vSak tato metoda V nékterych spole¢nostech
eticky nepfijatelnd, jelikoZ se jednd o velice stresujici zélezitost, neposkytuje vzdy
reprezentativni vzorek semene a neumoziuje hodnoceni sexudlniho chovéani velblouda

(El-Bahrawy 2013).

Priklady konkrétnich vyzkumi

Odbér spermatu byl popsan vfadé studii. Napiiklad Mosaferi (2005) pise
o vyzkumu provedeném v letech 2001 a 2002 v franu ve vyzkumném centru Jahadabad,
Meshkinshahr, provincie Ardabil. Zacastnilo se jej 10 jedinct velblouda dvouhrbého ve
veéku od 4 do 12 let. V obdobi fije byl jednou tydné provadén odber spermatu pomoci
umélé bovinni vaginy, ktera je vidét na Obrazku 5 (30 cm dlouha, 5 cm vnitini pramér;
IMV Technologies, Francie). Pro zamezeni kontaktu odebiraného ejakulatu s vnitini
gumovou vloZzkou umélé vaginy, coZ by mohlo vést ke sniZeni pohyblivosti spermii, byl
jeji povrch pokryt tenkou vrstvou vazeliny. Dale byla ke konci této vnitini vlozky
pfipojena nadrZ na odbér spermatu, obklopena termalnim plaStém pro minimalizaci
chlazeni v pribéhu odbéru ejakulatu (Mosaferi et al. 2005). Kopulaéni ¢as ¢inil piiblizné
5,3 min. a po odbéru byl ejakulat vlozen do inkubatoru nastaveného na 37 °C
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a byl hodnocen jeho objem, barva, osmolarita, pH, koncentrace a pohyblivost zivych
spermii. Celkovy objem byl uréen pomoci odstupiovaného odmérného valce
a prumérné ¢inil 8,2 ml. Barva a konzistence byly hodnoceny ptimou vizualni prohlidkou
a evidovany jako smetanova, mléna nebo Cird. Pfevladala vSak barva mlécna, ktera byla
zjisténa u 83,6 % vzorkl. PH bylo méfeno elektronickym pH metrem a pohybovalo se
vrozmezi 7,1-7,9 — tedy mirn¢ alkalické. Poté byly vzorky zmrazeny pii —20 °C
a pozdé&ji biochemicky analyzovany. Metody odbéru a uchovani spermatu, prezentovany
Vv této studii, byly pfinosné predev§im diky odstranéni viskozity semene, kterd byva
piekazkou v dalSim zpracovani spermatu velblouda (Mosaferi et al. 2005). Jako
alternativa k aplikaci vazeliny pro zabranéni doteku s gumovym materialem se da pouzit

jednorazova plastova vlozka (Bravo et al. 2000).

Obrazek 5: Uméla bovinni vagina. Zdroj: (Bravo et al. 2000)
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/

Obrazek 6: Maketa velbloudi samice.
Zdroj: (El-Hassainen 2019)

Ve studii napsané EIl-Bahrawym (2006) se piSe o vyzkumu provedeném
v Egypté na vyzkumné stanici Maryout. Zacastnilo se jej 5 velbloudd jednohrbych ve
véku 6 let. Sperma jim bylo odebirano dvakrat tydné¢ pomoci makety velboudi samice,
ktera se tvarem a velikosti podoba samici v pafici pozici, je v ni umisténa uméla vagina,
pomoci které je odebirano sperma ¢lovékem, ktery se nachéazi v prostoru pod samici, jak
je vidét na Obrazku 6. Vzorky spermatu byly poté pieneseny do vodni 1azné o teploté
37 °C. Byly vylouceny ty vzorky, které byly kontaminovany moci, vykaly nebo mély
neobvyklou barvu ¢i zapach. Poté byla méfena pohyblivost spermii pomoci mikroskopu
s fazovym kontrastem (Leica), pH pomoci pH metru a Kkoncetrace spermii
hemocytometrem. Semenna plazma, ktera byla v této studii dale pouzivana, byla
pfipravena odstfedénim pii 18 000 rpm po tficeti minutach a poté nasita do Cistych
trubicek. Pro stanoveni nckolika dalSich parametrii byl pouZit kolorimetr. Déle byly

zjistény hladiny proteinti, cholesterolu, glukozy a testosteronu (El-Bahrawy et al. 2006).

Ve dvoukrokové metodé zmrazeni pouzili fedidlo na bazi sacharézy doplnéné
antibiotiky a glycerolem (c: 2 %), fungujicim jako kryoprotektant, a vaje¢nym Zloutkem
(c: 15-20 %), ktery je ucinnou ochranou viéi Sokiim z chladu. Pfed pouzitim byla tato
fedidla nejprve jemné promichana a zahiata na 37 °C ve vodni lazni. Ke vzorkim
spermatu bylo nejprve pridano fedidlo bez kryoprotektantu, spole¢né byly dukladné

promichany a po dobu 90 minut ponechany ve vychlazené komoie na 5 °C. Poté se ptidal
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glycerol a nafedéné sperma bylo ponechéno dalsi dvé a ptl hodiny pii 5 °C. Nakonec
byly vzorky po dobu 15 minut ponechany v —140 °C a poté ponofeny do tekutého dusiku
(196 °C). Ne¢kolik vzorkti bylo nasledné rozmrazeno pomoci taviciho zafizeni za
pusobeni 37 °C po dobu 40 minut, pro posouzeni motility spermii po rozmrazeni (El-
Bahrawy et al. 2006).

Objem spermatu byl naméfen v Sirokém rozsahu od 1 do 18 ml s primérem
8,43 ml. Také motilita spermii ukazovala velké rozdily mezi jednotlivymi vzorky a to od
0 % az po 90 %, pramérn¢ vsak Cinila 46,7 %. Priméma koncentrace spermii byla
296,76 x 10°. PH se pohybovalo kolem 8,72, osmolarita 0,367 Osmole/kg a primémy
bod mrazu -0,681 °C. Prumérna koncentrace cholesterolu v semenné plazmé byla
97,9 mg/dl, glukézy 3,4 mg/dl a testosteronu 5,47 ng/ml (EI-Bahrawy et al. 2006).

Srovnani obou vyzkumi odbéru spermatu

Vysledky obou vyzkumii se od sebe vyrazné nelisi. Jediny vétsi rozdil je
v naméfenych hodnotach pH, pfi¢emz v prvnim vyzkumu se pohybuje Vv rozmezi
7,1-7,9 ml a ve druhém vyzkumu v rozmezi 8,06-9,46. Tento rozdil mize byt dan
faktem, ze prvniho vyzkumu se zcastnili velbloudi dvouhrbi, zatimco druhého vyzkumu
se zUlastnili velbloudi jednohrbi. Déle zde mulZe hrat roli geografickd poloha, strava
a podminky Zivota nebo rozdilna manipulace se vzorky. Jako dilezity krok pii odbéru
spermatu se jevi pouziti vazeliny k zabranéni kontaktu ejakulatu s gumovou vlozkou

umg¢lé vaginy v prvnim vyzkumu, jelikoZz pomaha odstranit problém viskozity semene.

3.6.1.2. Zpracovani spermatu

Vzhledem ke zvySenému z4jmu o aplikaci modernich reproduktivnich
technologii, pfedevS§im o umélou inseminaci, se stadva optimalizace davky spermatu
nutnosti. Pro tento ucel byla testovana rizna fedici ¢inidla a kryoprotektanty. Jako fedidla
spermatu (El-Bahrawy et al. 2015) testovali tris-sacharozu, tris-citrat, laktézu, odstiedéné
mléko, sacharozu | (15% vajeny zloutek) a sacharozu II (20% vajeny zloutek) ve
vztahu K posuzovani spermatu po rozmrazeni. Nejvy$§i pohyblivost spermii po
rozmrazeni (45,8 %) spolu s nejvyssi mirou preziti (73,3 %) zaznamenali pii pouziti

tris-laktozy spolu s 2% glycerolem (El-Bahrawy et al. 2015).
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Jednim z probléma pii zpracovani spermatu muze byt jeho kontaminace
bakteriemi, a to kvtli dlouhé dobé odbéru a pozici vsedé pii kopulaci. Pro eliminaci této
kontaminace je tedy vhodné zaménit fedici ¢inidlo antibiotikem Ciprofloxacinem,
pficemz nedojde k ovlivnéni fyzikalnich charakteristik spermii po rozmrazeni. Dal§im
dalezitym krokem je odstranéni viskozniho charakteru spermatu. Jako nejucinnéjsi
mukolyticka latka byla vyhodnocena a-amylaza, ktera zcela eliminovala viskozitu
a vyrazn¢ zlepSila pohyblivost spermii dopfedu v porovnédni s neoSetienym spermatem

(El-Bahrawy et al. 2015).

3.6.2. Synchronizace Fije

Estrus je nejzraniteln&j$im obdobim v sexualnim Zivoté samice velblouda.
Synchronizace estru jako prostfedku ke zlepseni reprodukéni vykonnosti se v soucasné
dobé vyuziva v reprodukénich programech vétSiny hospodarskych zvitat (Ismail et al.
1998). Podle Basiouniho (2007) snaha o zlep$eni reprodukéni ¢innosti samice velblouda
uzce souvisi s lepSim pochopenim pribchu folikularni viny. Pfesny mechanismus
regulujici folikulogenezi byl popsan pouze ¢astecné (Basiouni 2007).

Jelikoz ovulace velbloudt je indukovana, synchronizace ovulace ve skupinach
pifijemct predstavuje znacny prakticky problém vzhledem k absenci cyklického Zlutého
téliska mimo obdobi biezosti (Nikjou et al. 2008; Kennady et al. 2018; Skidmore
& Billah 2005). Z tohoto divodu jsou pro velblouda nevhodné zptsoby, které se bézné
pouzivaji pro synchronizaci fije skotu — bud’ poskytnutim dvou injekci prostaglandinu
PGF2a po 11 dnech, nebo podavani exogenniho progesteronu nebo progestagenu s nebo
bez PGF2a (Skidmore & Billah 2005; Kennady et al. 2018; Nikjou et al. 2008).

U spontannich ovulatorii (ovce, kozy a skot) se cyklus estru sklada ze Ctyr fazi
znamych jako proestrus, estrus, metestrus a diestrus. V jiné klasifikaci byly tyto Ctyfti faze
rozdéleny do dvou hlavnich fazi — folikularni a lutealni faze (Basiouni 2007).
U velbloudt neexistuje klasicky estralni cyklus rozdéleny do folikularnich a lutealnich
fazi, ale dochazi k vyvoji folikuld ve vlnovych vzorcich — folikularni viny (Tibary
& Anouassi 1996; Nikjou et al. 2008; Nikjou et al. 2009; Basiouni 2007; Merkt
et al. 1990).

V pravidelnych intervalech se na vaje¢niku objevuji soubory malych folikult.
Jeden z té&chto folikulii se stava dominantnim, pokracuje v ristu a zaroven potlacuje rust
ostatnich folikuld ze souboru. Pokud nedojde k pafeni, tento dominantni folikul projde
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nekolika vyvojovymi fazemi — rlistova, zrala nebo staticka faze a nakonec regrese. Kdyz
tento folikul ztraci svou dominanci, za¢ne se formovat nova folikularni vlna (Tibary
& Anouassi 1996; Basiouni 2007). Doba mezi vznikem dvou po sobé jdoucich
folikularnich vin, resp. mezivlnového intervalu, ¢ini cca 18 dni u nelaktujicich samic
a 16 dni u laktujicich samic, coZ je mnohem delsi doba neZli napiiklad u skotu (Nikjou et
al. 2008). Jakmile dominantni folikul dosahuje priméru 0,9-1,0 cm stava se citlivym na
stimuly indukce ovulace a zGstava citlivym az do dosazeni velikosti
1,9-2,0 cm. Do 14. dne po ovulaci je vétSina dominantnich folikuld v priméru mezi
1,3a1,9 cm (Skidmore et al. 2009).

Principem veskerych programii synchronizace ovarialnich cykli je odstranéni
supresivniho G¢inku dominantniho folikulu, aby se vyvolala nova folikularni vina. Toho
lze dosédhnout bud’ fyzikélnimi, nebo hormonalnimi metodami, které byly popsany ve
studiich (Nagy & Juhasz 2012; Skidmore et al. 2009).

Fyzikalni metoda, odstranéni G¢inku dominantniho folikulu pomoci ultrazvuku,
je ucinnd, ale Casové narocnd a zaroven vyzaduje drahé vybaveni a odborné znalosti
pracovnikii (Nagy & Juhasz 2012; Skidmore et al. 2009). Hormonalni 1é¢ba pro
synchronizaci vzniku folikularnich vin zahrnovala ve studii napsané¢ Nikjou (2009)
pouziti GnRH (gonadotropiny uvoliujici hormon), hCG (choriovy gonadotropin), LH
(luteinizacni hormon) a steroidli. Progesteron samotny nebo v kombinaci
s 17pB-estradiolem byl pouzivan v ruznych formach (v oleji jako injekce, jako
intravaginalni zafizeni, jako implantaty), davky 100-200 mg na zvife a pro rizna obdobi
(jednorazova lécba, 7-15 dnti). Steroidy obecné mohou do konce 1é€by snizit velikost
dominantniho folikulu, ale nesynchronizuji vyvoj folikuli (Nikjou et al. 2009; Skidmore
et al. 2009).

Indukce ovulace se podle Ismaila (1998) jevi jako nejucinnéjsi a nejpraktic¢téjsi
metoda pro synchronizaci vzniku folikuldrnich vin u velbloudt. Jedina injekce GnRH
indukuje ovulaci pfiblizné u 50 % dromedart. Opakovana 1é¢ba GnRH v intervalu
14 dnti by mohla vést k ovulaci az u 75-90 % samic (Skidmore et al. 2009; Nikjou et al.
2008). Lécba pomoci hCG je schopna vyvolat ovulaci béhem 1-2 dnii po injekci
u samic velbloudd, které maji zralé Graafovy folikuly, béhem obdobi fije i mimo n¢;j.
Navic PGF2o0 mize indukovat luteolyzu (2—4 dny) a estrus (3-5 dnll) po injekci
u samic, které maji fungujici zluté télisko. Zména hodnot 17p-estradiolu a progesteronu

behem obdobi, kdy nedochazi k rozmnozovani po 1écbé GnRH, svédci o skuteéné indukei
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estru a rastu folikulti po 6-8 dnech po dané 1é¢bé. Aby se zvysila ucinnost synchronizace
estri, pouziti GnRH nebo hCG by se mélo kombinovat s dal$imi aktivujicimi latkami,
jako je PGF2a. (Ismail et al. 1998).

3.6.3. Embryotransfer

Dalsi biotechnologickou metodou reprodukce je embryotransfer. Technologie
prenosu embryi je v dne$ni dobé povazovana za hlavni metodu, ktera je velmi dulezita
pro dosazeni uspéchu v raznych asistovanych reprodukcnich technologiich, zejména
v piipadé oplodnéni in vitro a klonovani zvitat (Kennady et al. 2018).

Tato metoda umoziuje produkci mladat od geneticky cennych rodic¢u
a zkracovani genera¢niho intervalu. Dale je dulezita jako diagnostickda metoda pro
ptipady neplodnosti, zejména v diagnostice blokovanych oviduktl, ziskani mlad’at od
neplodnych samic, produkce mlédd’at pozadovaného pohlavi, konzervace embryi za
ucelem pftizpisobeni sezonnich Slechtitelskych nebo dlouhodobych strategii chovu,
export a import embryi a zlepSeni kontroly nemoci (Smith 2015; Kennady et al. 2018;
Skidmore & Billah 2005). Tato metoda mutze byt vyuzivana v kombinaci s dal$imi
asistovanymi reprodukénimi technikami, jako naptiklad uméla inseminace Cerstvym nebo
chlazenym spermatem (McKinnon et al. 1994). Dosazeni vy$$i miry plodnosti zavisi

predevsim na kvalité embryi a reprodukéni schopnosti piijemkyn (Kennady et al. 2018).

VEtSi GispéSnost prenosu embryi vsak stale zustava velkou vyzvou, a je proto
nezbytné spravné teoretické porozuméni a technické znalosti (Kennady et al. 2018). Pti
vybéru vhodné darkyné by mélo byt zvazeno nékolik faktorli, pfedev§im jeji geneticka
dominance, Cistota plemene, normalni fyziologie, zdravotni stav, normalni reprodukéni
stav, v€k a ckonomickd hodnota potencionalniho  potomka (Kennady,

et al. 2018).

3.6.3.1. Odbér embryi

Béhem kazdé folikularni viny se jeden folikul stdva dominantnim a ten poté
potlacuje vyvoj podiizenych folikuld, které zajiStuji, Ze pouze jeden oocyt bude vyzravat
a bude k dispozici pro ovulaci v estru. Po rozpadu zlutého téliska na konci cyklu estru se

dominantni folikul souc¢asné viny stava ovulacnim folikulem. Pouzitim superovulacni
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1é¢by je dle Nikjou (2008) mozné hormonalné podpofit podiizené folikuly tak, aby pii
ovulaci bylo k dispozici n€kolik zralych folikult pro ovulaci. Cilem superovulace je
zvysit pocet vajicek schopnych ovulace davkou gonadotropinového stimulu
nasledovaného kontrolou luteolyzy, synchronni ovulace, vysoké fertilizace a rychlého
vyvoje embrya. Superovulace se bézn¢ dosahuje pouzitim komercné pripraveného
hormonu stimulujiciho folikuly — FSH. Odezva vaje¢niki na superovulaci zavisi na poctu
gonadosenzitivnich folikuld pfitomnych v dobé zahajeni superovulace (Nikjou et al.
2008).

Avsak podle Skidmore (2004) piiblizné 20-30 % samic na tyto hormony
nereaguje. Bylo také zjiSténo, Ze u zvifat léCenych FSH dochazi k velkému vyskytu
predcasné regrese folikuld, coz by mohlo byt zptisobeno nevhodnym davkovanim
hormonti nebo zpiisobem aplikace. Navic u nékterych samic jsou vajecniky nadmérné
stimulovany a obsahuji mnoho generaci folikulli rtiznych velikosti, kdy ne vSechny
z nich budou dostate¢né zralé na ovulaci, kdyz dojde ke spateni. Dromedaii mohou byt

vaci tomuto 1éCeni rezistentni, coz miize byt zpiisobeno imunizaci proti témto hormontim

(Skidmore 2004).

Odbér embryi se provadi sedmy den cyklu estru, coZ umoZiuje sbér
techniky pfenosu embryi vyuzivaly chirurgické pfistupy k odbéru, nyni se vyuZivaji
pfedev§im nechirurgické postupy, vyzadujici transcervikalni katetrizaci d€lozniho rohu
(Smith 2015). Pied samotnym odbérem se mezi obratle na hibeté¢ darkyné poda lokalni
anestetikum, aby se sniZily rektalni kontrakce, a vulva se dikladné vycisti, aby se
zabranilo kontaminaci embryi (Kennady et al. 2018). Na Obrazku 7 jsou vidét dva typy
odbéru embryi (Hastie 2009).
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Obrazek 7: Trojcestny a dvoucestny katetr — priklady
pouZiti u skotu. Zdroj: (Hastie 2009)

Dvoucestny, pii kterém se vyuziva katetr se dvéma trubicemi. Jedna trubice se
pouziva k nafouknuti latexové manzety Vv blizkosti Spicky katetru, zatimco druha
umoziuje proplachovacimu médiu vstoupit a nasledné opustit délozni roh. Jedna se
0 snadno pouzitelnou metodu, a je tedy nejbéznéji vyuzivana na mezinarodni arovni.
Nevyhodou této metody je vysokd spotieba proplachovaciho média, jelikoz je

proplachovana velka ¢ast délozniho rohu (Smith 2015).

Dalsim typem odbéru je trojcestny, ktery je tvofen tiemi trubicemi. Jedna trubice
umoziuje nafouknuti manzety deset centimetra za Spi¢kou katetru. Pomoci druhé trubice
se od S$picky katetru zavede proplachovaci médium do lumenu dé€lohy
a pritok média jednim smérem je vytvofen médiem vracejicim se dolu tieti trubici pies
vstupni otvor na urovni latexové manzety. Proplachovaci média byvaji na bazi PBS
(fosfatem pufrovany fyziologicky roztok) a do lumenu jsou vehnana, aby se umoznilo
mirné roztazeni pred vypusténim gravitatnim pritokem spolu s embryi a vajicky do
sbérného filtru. Ten obsahuje kovovou nebo plastovou mikrositku s primérem port
polovi¢nim, nez je prumér embrya (140-170 pm) umoziujici prichod nadbyte¢ného
média pfi zachovani embryi. Jakmile jsou oba dva délozni rohy proplachnuty, provadi se
vyhledavani embryi (Smith 2015; Skidmore & Billah 2005). Z jednoho vyplachu je

ziskano primérn¢ 4-6 pienosnych embryi (Kennady et al. 2018).

3.6.3.2. Hodnoceni embryi

Obsah filtru se vyprazdni do Petriho misky a je dale zkouman. Zivotaschopnost
embryi mize byt podle Kennadyho (2018) vyhodnocena morfologickou metodou nebo
riznymi vitalnimi barvicimi metodami a fluorescen¢nimi technikami. Morfologickou

metodu Vv této studii provedli pod stereoskopickym mikroskopem pii zvétSeni 6x—10x.
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Ziskana embrya umistili do specidlniho roztoku a dale klasifikovali (viz Obrazek 8).
Vyhodnoceni embryi provedli vizuadlnim hodnocenim pod stereoskopickym zvétSenim

50x. Hodnotili tvar, barvu, pocet, kompaktnost bun¢k atd. (Kennady et al. 2018).

@
®

Compacted moruia

Hatching blastocys! Haiched blastocyst Haiched blastocyst
parsally collapsed e expanding

Obrazek 8: Klasifikace embryi u skotu.
Zdroj: (Drost M. 1991)

3.6.3.3. Uchovani embryi

Dalsim dulezitym krokem embryotransferu je uchovani embryi. Ta podle Smithe
(2015) mohou piezit po dobu 8 hodin pii okolni teplot¢ 20 °C s malym poklesem
uspésSnosti zabtfezavani. Je vSak lepsi je zmrazit nebo zapravit do 3 az 4 hodin po odbéru.
Zmrazeni zahrnuje nejprve Casteénou dehydrataci embrya v kryoprotektantu, aby se
zabranilo piipadnému poskozeni. Usp&nost nebo selhani zmrazovani ovliviuji dva
hlavni faktory. Prvnim je efekt roztoki. Koncentrace rozpusténé latky v buiice se zvysuje

v disledku dehydratace vytvofené kryoprotektantem a zplsobuje poskozeni bunck,
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zejména kdyz je chlazeni pomalejs$i nez optimum. Druhym problémem je vznik
mezibunééného ledu, ktery ma za nasledek fyzické poskozeni a tvoii se v piipadé, Ze je

chlazeni rychlejsi nezli optimum (Smith 2015).

Kryoprotektanty snizuji teplotu, pii které se intracelularni led tvofi, snizuji
velikost ledu pfitomného v extracelularni tekuting, zmirfiuji GCinek rozpoustédel
a pomahaji stabilizovat bunéfnou membranu. Hlavnimi ucinky jsou sniZeni mnozstvi
ledovych krystalti vytvotfenych intracelularné a maximalizace tvorby malych ledovych
krystalt, které jsou méné skodlivé ve srovnani s velkymi ledovymi krystaly. Ty by mohly
vysokym tlakem zplsobit prasknuti bunééné stény. Nékteré kryoprotektanty samy o sobé
mohou zpusobit osmotické poskozeni bun€k a je tieba je pfidavat postupné. Nejcastéji
pouzivanymi kryoprotektanty jsou 10% glycerol a 1,5M ethylenglykol. Embrya se zmrazi
v 0,25ml pejetach, které musi byt oznaceny jménem darce, jménem otce, kddem sbérného
tymu, kodem plemene a kodem data. Pejety jsou utésnény bud’ plastovou zatkou, nebo
jsou tepelné zalisovany. Pouzita chladici kiivka je pfedem naprogramovana do mraziciho
zafizeni a pejety se zmrazi tizenou rychlosti tak, aby se zajistilo optimalni pfeZiti embrya.
Nasleduje proces, ktery se nazyva vysev a probiha pfi teplot¢ —6 °C. Na konci mraziciho
programu se pejety ponoii ptimo do tekutého dusiku, poté se umisti do plastovych kaliskt

a skladuji se v kapalném dusiku v kryogennich bainkach (Smith 2015).

Rozmrazovani pejet je opakem ptedchozich postupid. Vyjmou se z tekutého
dusiku a nasledné se vlozi do nadoby s teplou vodou. Teplota vody (22-37 °C), doba
ponofeni (7—30 sekund) a doba tani na vzduchu (0-10 sekund) jsou zavislé na metodé
a programovém protokolu pouZitém ke zmrazeni. Déle musi byt zkontrolovany jednotlivé
Stitky a veskeré podrobnosti o nich zaznamenany. Pejety S embryi zmrazenymi v 1,5M
ethylenglykolu mohou byt po rozmrazeni a vysuSeni naloZeny do ptenosové pistole pro
okamzity ptenos. Embrya zmrazena v 10% glycerolu musi byt odstranéna z pejet a dale
projit snizenymi koncentracemi glycerolu (z 10 % ptes 5 % do 2,5 %). Poté jsou umisténa
do specialniho roztoku pro uchovani embryi, znovu vySetfena, zkontrolovana, a nakonec

nalozena k pienosu (viz Obrazky 9 a 10) (Smith 2015; Skidmore et al. 2002).
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Obrazek 9: Priklad zpiisobu vkladani pejety pro zmrazeni v 10 % glycerolu.
Zdroj: (Smith 2015)

EG Seeding point Embryo
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Factory end \. ¥ l Alr Air  Seal
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Obrazek 10: Priklad zptusobu vkladani pejety pro zmrazeni v 1,5M ethylenglykolu
(EG). Zdroj: (Smith 2015)

3.6.3.4. Transfer embryi

Vybér vhodné pfijemkyné je pro uspéSny pienos embrya esencidlni.
Kritéria pro vybér ptijemkyn jsou normalni fyziologicky a zdravotni stav zvifete, dobry
reprodukéni stav, neptitomnost reprodukénich poruch, slucitelnost s darkyni s ohledem na
velikost plodu a snadnid synchronizace iije. Rije darkyn a piijemkyii by mély byt
synchronizovany do 24 hodin, jinak budou miry uspésSnosti zabfezdvani znacné nizsi,
protoze nejvysSiho poctu je dosaZzeno, kdyZz je embryo transplantovano do prostiedi
délohy, které se nejvice podoba prostiedi, z n€hoz embryo pochazi (Kennady et al. 2018;
Smith 2015).

NejvysSi miry zabtezavani byva dosaZzeno, pokud ma prijemkyné ovulaci
1-2 dny po darkyni. To neni u velbloudii neo¢ekavané, protoze maji relativn¢ kratkou
zivotnost zlutého teliska, pouze 8-10 dntll, coz znamend, Ze Cas pro prenos embryi do
délohy, nez dojde k luteolyze, je kratky. Biezosti vSak také muze byt dosazeno, jestlize se
embrya pienaSeji do neovulujici ptijemkyné, které byly podavany denni davky
150 mg progesteronu v oleji. Coz podle Skidmora a Billaha (2005) naznacuje, Ze mira
synchronizace mezi mladym embryem a délohou piijemkyné neni mozna tak dilezita,
dokud koncentrace sérového progesteronu zdstanou zvySené. Denni intramuskularni
injekce vSak nejsou velmi praktickym feSenim kvuli dlouhé dobé biezosti. Z tohoto
davodu se stavaji atraktivnéj§imi jiné metody, které by mohly inhibovat luteolyzu
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a prodlouzit zivotnost Zlutého téliska. Nedavné studie ukazaly, Zze PGF2a se podilel na
luteolyze u velbloudli, a ze perordlni podani inhibitoru prostaglandinové syntetazy
meklofenamové kyseliny prodlouzilo zivotnost zlutého téliska. Mohlo by se jednat
o vhodné feSeni v piipad¢ velbloudd, protoze pokud by Zivotnost zlutého téliska mohla
byt prodlouzena, umoznilo by to vice Casu, aby embryo vylucovalo dulezité mateiské
rozpoznani téhotenského signalu matce, aby byla inhibovana luteolyza a udrZzovéna
biezost (Skidmore & Billah 2005).

Pro spravny vyvoj plodu je také dulezité minimalizovat stres u piijemkyi. Po
dobu 3-4 tydnt pted a po pievozu by mély byt zakazany zmény rezimu krmeni
a samice by mély mit k dispozici odpovidajici prostor (Kennady et al. 2018).

Postup pifenosu piijemkyni je stejny pro Cerstvd nebo zmrazend embrya. Pred
pienosem embrya se vajeéniky vySetiuji manualni palpaci (pohmatem) nebo pomoci
ultrazvuku na pritomnost Zlutého téliska. Existuji dvé metody pienosu embryi
— chirurgickd a nechirurgickd. Pfi chirurgické metodé¢ se zvife nejprve oholi
a vydezinfikuje v misté, kde se povede fez a provede se lokalni anestezie. Do odkrytého
délozniho rohu se provede maly fez, embryo se natdhne do 0,25 ml zkumavky pfipojené
k malé injekéni stifkadce a vlozi do délohy. Rez je poté uzavien nékolika stehy a do
oblasti stehl se aplikuje roztok antibiotika, aby se zabranilo infekci (Kennady et al.
2018). Pti nechirurgické metodé, pted vloZzenim embrya, dostanou piijemkyné epiduralni
anestetikum a po vycCisténi hraze (perineum) je transferova pistole vedena pies délozni
¢ipek a roh délohy ke zlutému télisku (Smith 2015; Kennady et al. 2018; Skidmore
& Billah 2005).

3.6.4. Klonovani

Klonovani poskytuje silny néstroj pro rychle se ménici populaci zvifat. Jedna se
o proces, kdy se cely organismus reprodukuje z jediné builkky odebrané z matetrského
organismu geneticky identickym zptisobem. To znamend, Ze naklonované zvife je presna
kopie rodice a mé stejné DNA. Ke klonovani jsou pouzita geneticky nadfazena zvifata
vybrana na zaklad¢ zadoucich vlastnosti, jako je naptiklad vysokd mlé¢na produkce, rist,

efektivita krmeni ¢i odolnost vii¢i nemocem (Chakravarthi & Sri Balaji 2010).

Proces klonovani zahrnuje odebrani chromozomalni DNA ze zralych oocytl

a jeji nahrazeni burnikou zvifete, které ma byt naklonovano. Tato burika je dale spojena
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s vylou¢enym oocytem a aktivovana bud’ chemicky, nebo pomoci elektrick¢ho impluzu,
aby se preprogramovala z genomu somatické buiiky na embryonalni. Zivotaschopna
embrya jsou poté prenesena do téla synchronizovanych piijemkyn, ve kterych se vyviji az
do porodu (Chakravarthi & Sri Balaji 2010). Pfesto ze pocet klonovanych druhi stale
roste, zatim se dle Waniho (2010) tato metoda neda svou uspésnosti srovnavat s ostatnimi
asistovanymi reproduk¢énimi technikami. Do budoucna by se vSak mohla vyuzivat
k produkci velbloudt s vysokym potencidlem pro produkci mléka nebo Sampiond ve
velbloudich zdvodech. Prvni naklonované velbloudi mlad¢, samice Injaz, se narodila

8. dubna 2009 (Wani et al. 2010).
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4. Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo pfedevsim piedstavit biotechnologické metody,
které se v soucasné¢ dob¢ stale vice vyuzivaji ke zlepSeni reprodukce velbloudi, jelikoz
jsou povazovani za dualezitd hospodarskd zvifata v zemich postizenych suchem
a vysokymi teplotami, které znevyhodnuji ostatni zvifata. Reprodukce velbloudi je
obecn¢ povazovana za velmi problematickou vzhledem k dlouhé dobé biezosti, dlouhému
mezidobi, sezoénnosti rozmnozovani ¢i délce laktace.

Jedna se o literarni reSerSi védeckych ¢lankt, kterd nejprve struéné popisuje
rostouci vyznam velbloudd a déle se zabira problematikou reprodukce. Dalsi ¢ast reSerSe
pojednava o jednotlivych biotechnologickych metodach reprodukce. Nejcastéji
vyuzivanou metodou je uméla inseminace, ktera ptispiva ke zlepSeni reprodukénich
problému spojenych se samci. Sklada se z dulezitych krokd, jako je odbér a nasledné
uchovani spermatu. Studie vyuzité v této C¢asti reSerSe jsou piinosné predevsim
poskytnutim informaci ohledné vlastnosti semene, odstranéni jeho viskozity, kterd
zpusobovala problémy v dalSich postupech, a také nasledného zpracovani — fedéni
a zmrazeni semene. Mezi metody, které se zabyvaji zlepSenim reprodukce u samic, patii
synchronizace fije, ktera je uzce spojena s pochopenim folikularnich vin u velbloudich
samic. Pouziti synchronizace fije je dulezité ptedevsim v kombinaci s ostatnimi
biotechnologickymi metodami, jako je jiz zminé€nd inseminace ¢i embryotransfer.
Embryotransfer zahrnuje odbér, hodnoceni, uchovani a nasledné pfeneseni embryi do
vybranych darkyn. Lze jej pouzit jako zakladni metodu pro vétsinu technologii asistované
reprodukce. V poslednich letech ziskava na vyznamu a mnoho védeckovyzkumnych
Cinnosti se tyka pravé prenosu embryi. Do budoucna je mozné piedpokladat, ze na
vyznamu bude nabyvat i metoda klonovani, ktera zatim neni natolik vyvinuta, aby se
svou uspésnosti dala srovnavat s ostatnimi metodami.

Vzhledem ke klesajicimu poctu populace divokych velbloudi dvouhrbych se
pouziti téchto biotechnologickych metod k jejich zachrané stava nutnosti, jelikoZ jejich
piirozend reprodukce neni dostacujici.

Hlavni nevyhodou spojenou s biotechnologickymi metodami reprodukce je
potieba fadného zaskoleni veterinaft v terénu, jinak bude Gspésnost velmi mala. Mélo by

Jim tedy byt poskytnuto vhodné Skoleni, aby bylo dosazeno lepsich vysledkd. Dalsim
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omezenim je nedostatek informaci ohledné dané problematiky v dostupné literatuie. Proto

by bylo vhodné, aby se ji vénovala vétsi pozornost v ramci publikacni ¢innosti.
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