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Soucasny stav umélé inseminace v chovu ovci a koz

Souhrn

Cilem bakalaiské prace je poskytnout soupis aktualnich poznatkti zaméfenych na
problematiku umé€lé inseminace v chovech ovci a koz. Uméla inseminace je jednou
Z nejstarsich a nejpouzivanéjSich biotechnologickych metod fizené reprodukce s celou fadou
vyhod. Metodu inseminace a naslednou miru zabteznuti viak ovliviiuje mnoho faktorii. Radi
se mezi né plemeno, pohlavni sezonost, kondice, lidsky faktor, zptisob vyvolani a
synchronizace fije a doba inseminace. Hlavnimi limitujicimi faktory jsou ale piedevs§im
oplozovaci schopnost spermii berani a kozli v zavislosti na zpusobu jeho uchovavani a
anatomie d¢lozniho kr¢ku ovcei a koz. Berani a predev§im kozli semeno vykazuje nizsi
oplozovaci schopnost v zavislosti na prodluzujicim se Case skladovani a zejména po
kryokonzervaci. Stavba délozniho kréku ovci a koz zaroven zpusobuje slozitou piekazku
k piekonani pro rozmraZzené spermie i insemina¢ni pipetu. Proto se metoda samotné
inseminace odviji od zplsobu a doby skladovani inseminacni davky. Pro dosaZeni
ptijatelnych vysledkli zabfezavani pifi vaginalni inseminaci je potfeba inseminovat Cerstvym
semenem. Inseminace mrazenym spermatem se naopak Vv naprosté vétSing pripada provadi
laparoskopicky do d€loZnich rohli. Lze tak dosdhnout 40 — 80 % zabieznuti. Jako piiklad
dobré praxe vSak mohou poslouzit chovatelé v Norsku, kde se inseminace provadi vaginalné
mrazenym spermatem a mira zabteznuti je obdobna jako u laparoskopie.

Pro své pfinosy je uméla inseminace zadouci. Piesto je ale jeji pouziti v praxi, a to i
v chovatelsky vyspélejSich zemich s vy$Simi poCty zvirat relativné omezena a zamétfena na
Slechtitelské programy. Snahy nalézt feSeni, jez by vedla ke zjednoduSeni a tak i rozSifeni
umeélé inseminace za organizatn€ i ekonomicky vyhodnych podminek, jsou predmétem
vyzkumi. Ty se soustiedi zejména na zpusoby jak poskytnout vy3Si ochranu spermiim béhem
kryokonzervace, optimalizaci synchronizace fije hormonalnimi i nehormonalnimi metodami,

i metod inseminace samotné.

Klic¢ova slova: ovce, kozy, metody umélé inseminace, ejakulat, synchronizace fije



Current knowledge about sheep and goat artificial
Insemination

Summary

The aim of this thesis is a review of present knowledge related to artificial insemination
in sheep and goats. Artificial insemination is one of the oldest and most used biotechnological
methods of assisted reproduction and has many advantages. However, the insemination
method and subsequent fertility rates are affected by many factors. Among them are breed,
seasonal fertility, body condition, human factor, way of inducing and synchronizing estrus
and time of insemination. The main limiting factors though are the fertilizing ability of ram
and buck semen in correlation with the method of its preservation, and the anatomy of the
cervix of the ewe and doe. Ram and primarily buck semen demonstrate lower fertilizing
ability with the prolongation of time of its preservation and mainly after cryopreservation. At
the same time, the anatomy of the ewe and doe cervix presents a serious barrier for passing of
the frozen — thawed sperm as well as the insemination pipette. The method of insemination
thus depends on the way and time the insemination dose has been preserved. If acceptable
fertility rates are to be reached when using vaginal insemination, it should be performed with
fresh semen. Insemination with frozen — thawed semen is in majority of cases performed
through laparoscopic deposition of semen into uterine horns. Fertility results can reach 40 —
80 %. An example of good practice can be breeders in Norway though, where insemination is
done vaginaly with frozen — thawed semen and fertility results are similar as with
laparoscopy.

Artificial insemination is for its many advantages desirable. Despite that, its use in farm
practice is relatively limited. This can be said even of countries that have high sheep and goat
populations and have developed breeding programs. Efforts to find solutions, which would
lead to simplifying and expanding artificial insemination under managemen and economically
efficient conditions are the subject of extensive research. Research efforts are primarily
focused on being able to provide higher cryopreservation for sperm during freezing,
optimizing estrus synchronization through hormonal and non-hormonal means, as well as

improving methods of insemination itself.

Keywords: sheep, goat, artificial insemination methods, ejaculate, estrus synchronization



L UVOU. ittt bbb 1
A O | I o -V SR 2
3 Literarni prehled ... 3
3.1 Historie a vyznam umélé inseminace v Chovu ovCi @ KOZ ...........ccocevivennnnenn. 3
3.1.1  Historic ume@lé INSEMINACE .......cuvrirureeiirrieiriieesirreesieeesieeesreeesreeesreeesaeeans 3
3.1.2  Vyznam umelé INSEMINACE ......ccvvvviiriiiiiiiiiicre e 4
3.1.3  UmEla INSEMINACE V PIAXI...eeiveeriiiiiirieiiiiesieeie s 5

3.2 Biologické zaklady reprodukCe..........cccoceviieriiiiiiieieieese e 6
321 Berani @KOZIi.....coovoiiiiii 6
3.2.2  OVCE AKOZY oottt ns 7

3.3 Faktory ovliviiujici umélou inseminaci..............c..ccccoviiiiiiniiiiic e, 9
3.3.1  Anatomie d€loZniho Kr€KU........cccvviiiiiiiiiin e 9
3.3.2  PIEBMENO e 9
3.3.3  KONGICE ...t s 10
3.3.4  LIASKY TAKLOI ... .ctieieiiecieee et sna e 10

3.4  Samcdi ejakulat, jeho odbér, kvalita a konzervace..................cccocoeriirnnnne. 10
341  Metoda OdDEIU SEIMENE ....c.vveiuvieiiiiiie ittt 10
3.4.2  Vlastnosti @ hodnOCENT SEMENE.......ccueiiiriiirierieieere s 11
3.4.3  Konzervace a fed@ni SEMENE.........cocueeieiiiieiiiiieeniee e 12
3431 COISTVE SCITICII0..........veoeeeeseeeeeeeeseseseeee s es e ees s e en e een s e ensees s eenens 13
3.4.3.2 Kratkodoba konzervace v teKutém Stavu..........ccocceveieiiiinciciinnnns 13
3433  ChlAZENT ..ot 14
3.43.4  Dlouhodoba konzervace SEMENE .........cccovrvevirerereineneiseseeeenen, 15
3435  ROZMIAZOVANI.....ccviiiiiiiiieiieieiteee ettt 18

3.5 Kontrola reprodukéniho cyklu a synchronizace Fije.............ccccoocveiinenne 18



351 Berani efekt & mMelatonin ... .....eeeeee oot 19

3.5.2  Hormondlni synchronizace fje.........cccuvvrrviriiiiiiiiiiiiieiice e 21
3521 Progesteron a synteticke gestageny ........ccoceververierereseneseseseseenns 21
3.5.2.2 Prostaglandiny ........ccocooeiiiiiie e 22

3.6 MEtOdY INSEMINACE......cuiiieitieieiiie ettt sttt sne e 23

3.6.1  INtravaginalNi ........ccoveiiieiiee e 23

3.6.2  INraCerViKAINT ......ccooviiicii e 25

3.6.3  INTrAULEIINNT oo 26
3.6.3.1 LaparoSKOPICKA. .......cc.viieiieie e 26
3.6.3.2  TranSCerViKAINT .........ccooiiiiiiicee e 28

B ZLAVEY ...t 31

SezZNam POUZITE HEEIALUTY ...c.eoviieie ettt 32



1 Uvod

Umeéléd inseminace je mocnym nastrojem pii chovu hospodaiskych zvifat. Jako
standartné pouzivana biotechnologicka metoda se bézn¢ uplatiiuje v chovatelské praxi u vSech
druhti a slouzi nejen k zefektivnéni produkce, ale i pro zachovani genovych rezerv.

I pfes své nesporné vyhody, a to zejména plemenaisko — Slechtitelske, ekonomické a
veterinarné — hygienické, je uméla inseminace v chovech ovci a koz v porovnani s chovy
skotu a prasat vyuzivana pomérn¢ malo. Mezi diivody pro¢ tomu tak je, se fadi zejména nizka
Uspésnost zabieznuti zpusobena n¢kolika zvla$nostmi pojicimi se k reprodukci ovci a koz.

Jedna se predevSim o snizenou uspesnost kryokonzervace beraniho a kozliho semene a
morfologii reprodukéniho traktu samic. Dalsi specifické zvlaStnosti zahrnuji vyrazné
meziplemenné rozdily v plodnosti, sezéonni pohlavni aktivita, nevyrazné projevy fije a s tim
souvisejici jeji synchronizace jak béhem plodného, tak 1 neplodného obdobi.

Vyse uvedené dohromady tvofi komplex faktort, ktery negativné ovlivituje praktické
vyuZiti umélé inseminace ve vétSim méfitku v chovech, a to i v zemich s vysokymi pocetnimi
stavy ovci a koz a s dlouhou chovatelskou a Slechtitelskou tradici.

Pravé pro své vyhody a piinosy je vSak pouziti umélé inseminace zddouci. Zefektivnéni
a optimalizace nejen metod kryokonzervace semene, synchronizace fije, inseminace samotné,
ale 1 zootechnickych opatfeni a organizace, které by vedly k pfijatelnym vysledkim v mite
zabteznuti, jsou pfedmétem vyzkumt a snah nalézt takova feSeni, jez by vedla k rozsifeni
vyuziti umélé inseminace v praxi za organizacn¢ i ekonomicky vyhodnych podminek pro

chovatele.



2 Cil prace

Inseminace u malych pfezvykaveu se vyuziva jen velmi omezené. Proto vSechny
informace, které povedou Kk charakteristice soucasného stavu a aktualnim trendim, mohou
prispét k potencidlnimu rozvoji tohoto odvétvi. Cilem bakalaiské prace je tedy soupis
aktualnich poznatkti tématicky zaméfenych na soucasny stav inseminace v chovu malych

prezvykavci.



3 Literarni prehled

3.1 Historie a vyznam umélé inseminace v chovu ovci a koz

3.1.1 Historie umélé inseminace

Um¢la inseminace hraje dulezitou roli v chovech hospodaiskych zvitat po celém svéte.
Jedna se o nejstar$i biotechnologickou metodu, jejiz po€atky sahaji az do stfedovéku, kdy, jak
uvadi Gordon (2004), se v arabskych spisech ze 13. stoleti objevuje prvni zminka o umélé
inseminaci v souvislosti s koném.

Odbornd znalost vdzana kumélé inseminaci zacind u nizozemského védce van
Leeuwenheuka a jeho asistenta Hamma, ktefi jako prvni lidé v roce 1678 vidéli jednotlivé
7ivé spermie, které nazvali ,,zvitatky* (Foote, 2002).

Jednu z prvnich dokumentovanych a predevs§im tspéSnych umélych inseminaci doklada
bezmala o sto let pozdéji italsky mnich Lazzaro Spallanzani, kdyZz v roce 1784 uméle
osemenil fenu, kterd po 62 dnech porodila tii $ténata (Foote, 2002). Spallanzaniho prace
se psim a pfedev§im zabim semenem vedla k prohloubeni poznatkii o0 umélém osemenovani,
vcetné poznatkli o mrazeni spermatu, kdyz se mu v roce 1803 povedlo ve sné¢hu zmrazit
hieb¢i sperma, které po nasledném rozmrazeni obsahovalo pohyblivé spermie (Gordon,
2004).

Dalsi pokrok pfisel na samém konci 19. stoleti, kdy Heape a dalsi védci dokladali
jednotlivé pokusy umélé inseminace raznych druht zvitat, véetné kralika, pst a koni. AvSak
zasadni posun piiSel aZ s praci ruského védce Ilji Ivanovi¢e Ivanova, ktery se zasadil o
praktické vyuziti umélé inseminace u hospodarskych zvifat. V prvnich dvou dekadach 20.
stoleti studoval umélou inseminaci nejen hospodaiskych zvirat, ale i pst, liSek, kralikd a
dritbeze. Kromé tezeni ejakulatu se Ivanov vénoval zaskolovani technikl nejen k provadéni
inseminace, ale také k vybéru excelentnich samcti za ti¢elem nasobeni jejich potomku skrze
umélou inseminaci. Své poznatky publikoval Vv monografii ,,Umélé oplodiovani
hospodatskych zvifat v roce 1912. Podle Smerhy a kol. (1987) bylo v obdobi mezi 1907 —
1912 um¢le inseminovano 7000 klisen a v ramci pokust 10 krav a 35 ovci.

Ivanovovym naslednikem se pozdé¢ji stal V. K. Milovanov, ktery po vzoru Itala
Amantey, jenz v roce 1914 poprvé pouzil umélou vaginu pro odbér psiho semene, ve 20. a 30.
letech minulého stoleti vyrobil a zacal pouzivat stejnou, ptfiméfené upravenou pomicku pro

odbér semene byku, hiebcti a berant (Foote, 2002).



Rusko se tak stalo prvni zemi, kde se uméla inseminace ovci provadéla ve velkém. Jak
uvadi Gordon (2004), pocet uméle inseminovanych ovci po roce 1920 v Sovétském svazu
postupné nariistal az ke 42 — 44 milionim rocné, tj. 72 — 76 % vSech zvifat. Metoda
inseminace byla jednoduchd — inseminovalo se cerstvym, obc¢asné mirné ziedénym
spermatem — a v praxi se neménila. Prestoze praktické rozsifeni ve faremnich podminkach je
pravem piisuzovano Sovétskému svazu, nové poznatky, zejména pak metody zpracovani a
uchovani spermatu, probihaly jinde ve svéte a tykaly se predevsim umélé inseminace skotu a
prasat.

Kromé Salisburyho pouziti zloutko-citratového fedidla v roce 1941 ucinil zasadni objev
v roce 1949 Polge, kdy se mu povedlo zmrazit sperma za pomoci glycerolu (Gordon, 2004;
Foote, 2002). Po 2. svétové valce tak dochazi k masovému rozsifeni umélé inseminace a
nasledné i dalSich reprodukénich biotechnologii, opét predevsim v chovech skotu a prasat.
Soucasné s rozsifenim pouziti zdroveil probiha intenzivni vyzkum nejen konzervace spermii,
ale 1 ¢innosti vajecnikli, vyvolani fije a jeji synchronizace a pozd&ji ovlivilovani ovulacni
aktivity.

Poznatky v problematice umélé inseminace v rdmci chovl ovci a koz komplexné shrnuji
Evans a Maxwell (1987). Nasledné vydavaji Chemineaue a kol. (1991) manual k inseminaci
ovci a koz (Faigl et al., 2012).

V Ceské republice shrnuji poznatky z poslednich let o umélé inseminaci ovci a koz
FrantiSek Louda a FrantiSek Bezdicek (Louda a kol., 2001; Louda a Bezdi¢ek, 2017) a v roce

2013 vychazi metodika Vyuziti inseminace ovci v chovatelské praxi (Cunat, 2013).

3.1.2 Vyznam umélé inseminace

Um¢él4 inseminace je nejstarsi a zaroven nejrozsifenéjsi biotechnologickou metodou
v rozmnozovani zvifat (FAO Assesements, 2015).

Jeji vyznam lze nahliZet z pohledu plemenaisko-Slechtitelského, ekonomicko-vyrobniho
a veterinarné-hygienického (Smerha a kol., 1980).

Z pohledu plemenaisko-Slechtitelského se jedna piedev§im o moznost rychlého vyuziti
geneticky cennych samcti (tj. s potencidlem pienosu vynikajicich uzitkovych vlastnosti na
potomstvo) a tim ke zlepSeni celych populaci s nizkou uzitkovosti. Diky um¢lé inseminaci je
tato moznost k dispozici i v mensich stadech. Zaroven umoziuje ostiejsi selekci na uzitkové
vlastnosti samct a tim zrychleni genetického pokroku v populaci. Dale je mozné hodnotit
samce Vruznych prostiedich a nasledné tak uréit jeho uzitkovost v odliSnych typech

produkce. V neposledni fadé je mozné pouzit umélou inseminaci pii kifizeni pfislusnikt



-----

plemenice primitivnich plemen ovci s mohutnéjsimi berany s masnou uzitkovosti. (Shipley et
al., 2007; Smerda a kol., 1980)

Z pohledu ekonomicko-vyrobniho se jedna zejména o moznost ziskat mnohonasobné
vétsi pocet potomkit od kvalitniho plemenika nez za pouziti pfirozené plemenitby
s piedpokladem genetického zisku u potomstva. Louda (2001) poukazuje na rozdil mezi 22
jehnaty skrze pfirozenou plemenitbu pii zatazeni berana do stada a 500 jehnaty pifi pouziti
umélé inseminace Cerstvym semenem. Stupka a kol. (2013) uvadi, Ze semenem jednoho
berana lze inseminovat 16 az 18 tisic kust ovci.

Pfi pouziti umélé inseminace se snizuji pfimé naklady spojené s chovem plemenika,
jenZ je v piipadé malych ptezvykavcu vyuzit pouze sezéonné. V menSich chovech se pak
jedna o snizeni ptimych nakladt na transport zvifat k pafeni. V pfipad¢ zmrazovani semene se
déle snizuji pfimé néklady na chov pouze provéfenych plemenikti, ¢imZ se snizuje celkovy
pocet chovanych plemeniki (Gordon, 2004).

Déle je vyznamnym aspektem veterinarné-hygienicky piinos, kdy lze uplatiovat
uzavieny obrat stada a minimalizovat tak pfenos nejen nemoci ale i stres z transportu a
presunu do nového prostredi. Zaroven umoziuje pouzivani semene plemenikli proveéfenych
Vv kontrole dédi¢nosti zdravi a plodnosti, jez musi byt soucasti komplexniho hodnoceni.
Umoznuje také kontrolu semene, které v piipadé kontaminace Ize o$etfit antibiotiky (Shipley,
etal., 2007).

V neposledni fad¢ vSak nelze opomenout védecky piinos umé€l¢ inseminace, jak zminuji
Louda a kol. (2001), kdy inseminace piispéla k rozvoji dalSich biotechnologickych metod

reprodukce, pfedevsim pak superovulace a embryotransferu (ET).

3.1.3 Uméla inseminace v praxi

Podle Organizace pro vyzivu a zemédélstvi (FAO) je svétova populace ovci zhruba 1,17
miliard a koz 1 miliarda. Z toho vétSina populace zvitat zije v rozvojovych zemich zemich
(FAOSTAT Live, 2016).

I ptes to, Ze je uméla inseminace nejrozsirenéjsi biotechnologickou metodou, jeji pouziti
je soustfedéno do vyspélejsich zemi. Navic v porovnani s chovy skotu s trzni produkci mléka
nebo prasat je uméla inseminace v chovech malych pfezvykavct pomérné omezena (FAO

Assesements, 2015).



Pocetni stav ovci a koz v Evropské Unii €inil v roce 2016 zhruba 111 miliont kust,
z ¢ehoz zhruba 88 % byly ovce. Stavy ovei mezi lety 2000 — 2016 se snizily o 16 %;
Vv posledni dobé jsou vSak stabilnéj$i s mirnym narastem (Anonym 1, 2016).

I pfes dostupnost umélé inseminace jak z pohledu infrastruktury, tak ekonomickych
moznosti je vak uméla inseminace ovci a koz pomérné malo vyuzivana. V Norsku a Svédsku
je pouziti laparoskopické inseminace legislativné zakazano (Faigl et al., 2012). V souvislosti
s umélou inseminaci, resp. synchronizaci fije je i fakt, ze Evropska unie legislativné (zejména
smérnicemi 96/22/EC, 2003/74/EC a 2008/97/EC) omezuje pouZiti mnozstvi hormonalnich
latek v chovech zvitat uréenych pro produkty pro lidskou spotiebu (Simdes, 2015).

Ve Francii byla v roce 2017 z celkového poctu 1,5 miliond bahnic uméle inseminovana
1/3; u koz z celkového poctu 839 tisic bylo inseminovano 73,5 tisic (Anonym 2, 2018).

Ve Spanélsku je uméla inseminace spojovana s $lechtitelskym programem ovci, a ani
tam neni metoda rozsifena v chovech tak jako napt. u skotu a prasat. Napiiklad v chovech koz
s mlé¢nou produkci je inseminovano méné nez 1 % koz (Lopez-Sebastian et al., 2014).

V Norsku, kde pocet chovanych bahnic dosahuje zhruba 700,000 je do Slechtitelského
programu zatazeno 90000 bahnic. Znich je rocné¢ vagindlné¢ inseminovdno mrazenym
spermatem 15 % bahnic s procentem nepieb&hlych (non return rate NRR) 70 % (Blichfeldt et
Lewis, 2015).

V Ceské republice &ini podet ovei v roce 2017 celkem 217 tisic kusti a podet koz 47 tisic
(Bucek a kol., 2017). Biotechnologie jsou v chovech v soucasnosti vyuzivany malo a to
z diivodu nizkych poéetnich stavii (Kulovana, 2002). Cunéat a kol. (2013) uvadéji, ze zde
chybi realizaéni tym, ktery by mohl piipadné pozadavky chovatelti v provoznich podminkéch
uspokojiveé zvladnout. Ojedin€le se vSak najdou chovatelé, ktefi umélou inseminaci vyuzivaji

(Fantova a Nohejlova, 2015; Anonym 3, 2017).

3.2 Biologické zaklady reprodukce

3.2.1 Berani a kozli

Pohlavni zralost u beranki nastupuje ve véku 3 — 6 mésici a je definovana projevenim
dostate¢ného z4jmu o sexualni aktivitu zaroven s tvorbou dostatecného mnozstvi semene
k oplodnéni (Edmondson et al., 2012). Pohlavni dospé€lost pak nastupuje pii dosazeni
40 — 60 % z konecné zivé hmotnosti zvifete. Chovné dospélosti dosahuje beran pii dosazeni

70 % z konecné zivé hmostnosti (Horak a kol., 2012).



Jak uvadéji Edmondson et al. (2012), ptesny v€k dosazeni puberty se u berant odviji
jednak od plemenné priislusnosti, ale také od doby narozeni, kdy beranci narozeni dfive na
jate dosahuji puberty v pozdéjsim véku nez beranci narozeni o par mésict pozdéji.

Do plemenitby by se mél beran zafazovat po dosazeni télesné zralosti, tj. u ranych
plemen ve véku 10 az 12 mé&sict, u ostatnich v 16 az 18 mésicich (Horak a kol., 2012).

Pohlavni zralost kozll se 1i$i dle plemene — zakrsla plemena ji dosahuji ve véku 2 — 3
mésict, vetsi ve véku 4 — 5 mésicli. Spermie jsou v ejakulatu obsazeny vétSinou od véku 4 — 5
mésict, ovSem kvalita spermii je nizka. Do plemenitby se kozel zarazuje v véku 1 roku, 1épe
v8ak od 1,5 roku (Fantova a kol., 2015).

Ovce i kozy fadime mezi zvifata s rizné€ vyraznou pohlavni sezonnosti.

Ptestoze jsou berani plodni po cely rok, kvalita spermii, jejich denni produkce a
sexudlni aktivita jsou Vv naSich zemépisnych Sifkach ovlivnény zkracujicimi se dny, resp.
zvySenou produkci hormonu melatoninu béhem kratkych dni, projevujici se nariistem
velikosti varlat o ptfiblizné 1 — 2 cm (Edmondson et al., 2012). V praxi lze sniZenou
reproduk¢éni schopnost beranti mimo sezénu feSit riznymi Upravami svételného rezimu a
naslednym podavanim exogenniho melatoninu (Arranz et al., 1995; Chemineau et al., 1996).
Chesnau et al. (2017) ptedkladaji nehormonalni variantu, kdy pfi uprave svételného rezimu na
dlouhé dny béhem zimy a néasledného obdobi kontinualniho sviceni dokazuji berani plemene
Ille-de-France stejny narust velikosti varlat jako béhem standardni fijové sezony.

Kozlové mimo fijovou sezénu Casto vykazuji snizené libido sexualis, snizenou produkci
abnormalnich spermii, zplsobené nizSi hladinou luteinizaéniho hormonu a testosteronu

(Edmondson et al., 2012).

3.2.2 Ovce a kozy

Pohlavni zralost u jehnic nastupuje pozdéji nez u berankd, vétsinou ve 4 az 7 mésicich a
pohlavni dospélosti pak pti dosaZeni 40 — 60 % zivé hmotnosti dospélych ovci (Bafina, 2002).
Za chovnou dospé€lost se povazuje dosadhnuti 70 % z jejich kone¢né Zivé hmotnosti. Ovce
dosahuje télesné dospélosti ve véku dvou az tii let (Horék a kol., 2012).

Kozicky pohlavné dospivaji mirn€ pozdéji — ve véku 6 az 8 meésicli; zakrsla plemena
diive - jiz tfeba ve 3 mésicich. Kozi¢ky dosahuji chovné dospé€losti a zatazuji se do
plemenitby, kdyz dosahnou 70 % kone¢né zivé hmotnosti (Edmondson et al., 2012). Fantova
a kol. (2015) uvad¢ji jako kritérium pro zatazeni do chovu dosazZeni alespont 75% hmotnosti

dospélého zvitete, tj. asi 35 kg.



Reprodukéni proces ovei i1 koz je fizen neurohumordlné dle fotoperiody. Béhem
zkracovani svételného dne dochazi v SiSince ke zvySené produkci melatoninu. Melatonin
obecné tlumi produkci hypofyzarnich gonadotropinti, nicméné u ovci a koz piisobi obracené a
pod jeho vlivem dochazi ke stimulaci sekrece gonadtropin releasing hormonu (GnRH) a
nasledné tedy i folikulostimulaéniho hormon (FSH) a luteinizacniho hormonu (LH). Pod
vlivem FSH se zvySuje hladina estrogenti — jejich zvySujici se koncentrace navozuje fijovée
chovéani, ale také dalSi procesy v organizmu nezbytné pro ovulaci a nasledné ptipadné
zabieznuti. K ovulaci vajiek z folikuli pak dochazi pod vlivem LH (Reece, 2011; Dardente
etal., 2016).

Plodné obdobi se tak v naSich klimatickych podminkach projevuje vzhledem k délce
dnu, vyzivovému stavu a plemenné piislusnosti od konce 1éta do konce roku, nasledované
obdobim anestru. Intenzivni fije se tak dostavuji 60 — 120 dnii po nejdelsim dnu v roce, tj. 21.
¢ervnu. U nékterych plemen jako jsou ovce vychodofriska, romanovskd nebo finska vSak
probiha pohlavni aktivita po cely rok (Stupka a kol., 2013).

Obdobi pohlavniho klidu, kdy samice nevykazuji ochotu k pafeni, nazyvame anestrus.
Kromé anestru sezonniho, jenz nastupuje v obdobi s prodluzujici se délkou dne, rozliSujeme
jesté anestrus laktaéni a poporodni, ktery se Casto projevuje tzv. tichou fiji bez ovulace a
souvisi s involuci délohy, ktera trva asi 17 — 21 dnu (Fantova a kol., 2015; Horék a kol.,
2012).

Pohlavni cyklus ovce i kozy je polyestralni. Rije trva zhruba 15 az 45 hodin (primér 30
hodin) a délka celého pohlavniho cyklu se pohybuje mezi 14 a 19 dny (17 primér)
Vv zavislosti na plemenu. 3 az 5 dnQ trva metestrus, 7 az 10 dnti diestrus a 2 dny proestrus.
Folikularni faze (proestrus a estrus) je charakterizovdna dominanci estrogenu. Béhem této
faze dochazi k rustu folikuld, nastupu fije, sexudlniho chovani a prudkému zvySeni hladiny
LH. K ovulaci dochazi 14 az 26 hodin po LH vIné, coz je zhruba 21 az 45 hodin po zacatku
estru. Béhem ovulace se mohou uvolnit 1 — 4 vajicka. Lutedlni faze (metestrus a diestrus) je
charakterizovana uvoliovanim progesteronu ze Zlutého téliska (corpus luteum), jeho riistem a
naslednou regresi. Z pohledu chovani se jedna o obdobi sexuélni neochoty (Louda a kol.,
2001; Reece, 2011; Edmondson et al., 2012).

U ovci probiha ticha fije a pfiznaky jsou malo zietelné. Dochazi k mirnému zdufeni a
z€ervenani vulvy, nechutenstvi, postavani a vyhledavani berana. Obcas lze sledovat mirné
vytékani hlenu (Stupka a kol., 2013).

Stejné jako ovce je pohlavni cyklus kozy sezoénné polyestralni s plodnym obdobim od

konce 1éta od srpna do prosince. U vétSiny populace nasleduje anestrus; u ¢asti se dostavi fije



i Vjarnim obdobi. Rijovy cyklus je 21 dni (s rozmezim 18 az 24 dni). Na zagatku a ke konci
plodného obdobi se délka pohlavniho cyklu mize zkratit na 5 — 7 dni. Délka fije se pohybuje
Vv rozmezi 24 az 72 hodin; u vétSiny koz dochazi k projeviim fije 36 hodin pted ovulaci. Koza
vykazuje napadnéjsi projevy fije nez ovce; béhem této doby je neklidna, castéji a hlasité meci,
ptijima mensi mnoZstvi potravy a vice pije. Ze zarudlé pochvy vytéka hlen (Fantova a kol.,

2015).

3.3 Faktory ovliviiujici umélou inseminaci

Efektivitu umélé inseminace u ovci a koz ovliviiuje komplex faktort, které puisobi

navzajem a v kone¢ném dusledku urcuji miru pouziti této biotechnologické metody.

3.3.1 Anatomie délozniho kréku

D¢élozni kréek ovee uzavird dutinu délozni a do dutiny pochvy vy¢niva jako nevyrazny
¢ipek. Uvnitt krcku tvofi sliznice podélné a pificné, kaudalné sméfujici fasy/prstence. Prameér
kazdého ostia jednotlivych kruhovych fas je zhruba 2,7 mm. Prstence nejsou sefazeny za
sebou a priichod inseminacni pipety je vyrazné omezen.

Stavba kréku dé¢lozniho se 1isi nejen v radmci jednotlivcet, ale také v zavislosti na
plemeni. Délka cervixu se tak mtize pohybovat od 5 do 10 cm, pocet kruhovych fas od 3 do
7, prumér ostia 0d 1 do 3 mm a vzdalenost mezi fasami od 3 do 5 cm (Candappa et al., 2011,
Horék a kol., 2012).

D¢lozni kréek kozy je 5 — 6 cm dlouhy (v zavislosti na plemeni). Pfiéné podélné fasy
nejsou tak vyrazné jako u ovce, ale i u kozy negativné ovlivituji priichod insemina¢ni pipety
(Edmondson et al., 2012).

Stavba d€lozniho krc¢ku ovce, resp. vysoka obtiznost jej piekonat inseminacni pipetou,
zasadnim zpiisobem ovlivituje metodu deponace inseminacni davky a je tedy povazovana za

hlavni limitujici faktor umélé inseminace ovci (Casali et al., 2017).

3.3.2 Plemeno

Plemeno hraje vyraznou roli v plodnosti, tedy i v aspésnosti um¢lé inseminace (Anel et
al., 2005; Fair et al., 2005; David et al., 2015). Kromé& plodnosti ovliviluje plemeno mimo jiné
1 stanoveni optimalni doby inseminace po ukonfeni hormonalni synchronizace fije, coz se

nasledné projevuje v celkové mife zabfezavani (Cunat a kol., 2013).



3.3.3 Kondice

Vyzivovy stav zvifete ovliviiuje plodnost — lepSich fertiliza¢nich vysledk je mozné
dosahnout u zvifat v dobré kondici (Fukui et al., 2010; Slavova et al., 2015). Toho lze docilit
krmnym Sokem, flushingem, tj. zvySenou davkou energetickych krmiv. Krmné davka by ve

stejné dobé méla byt obohacena o mineraly (Horék a kol., 2012).

3.3.4 Lidsky faktor

Nesetrné¢ zachazeni se zvifaty béhem odbéru semene, synchronizace fije i samotné
inseminace zpusobuje stres, ktery v disledku negativné ovliviiuje plodnost. McCappin et
Murray (2011) uvadéji, ze mira zabieznuti po manipulaci s bahnicemi béhem Ctyt az Sesti
tydnt ptfed inseminaci byla 54 % oproti skuping, ve které manipulace neprobihala a kterad
vykazovala miru zabteznuti 74 %. Navic bylo prokazéano, Ze priichodnost spermii déloznim
kr€kem se muze u stresovanych ovci zpomalit nebo zcela zastavit (Robinson, 1973).

Uspé$nost umélé inseminace je dale ovliviieno zkusenosti a odbornosti insemina¢niho
technika. Anel et al. (2005) uvadé;ji, ze vysledky jak laparoskopické tak vaginalni inseminace

jsou ovlivnény inseminac¢nim technikem (51,4 % a 43,16 % resp.).

3.4 Samci ejakulat, jeho odbér, kvalita a konzervace

3.4.1 Metoda odbéru semene

Semeno berant a kozlii se odebird dvémi zakladnimi postupy — umelou vaginou nebo
elektroejakulaci.

Pro odbér spermatu lze pouzit standartni umélou vaginu, piipadné o 20 cm zkracenou
verzi umélé vaginy pro odbér semene byka. Teplota uvniti vaginy by se v momenté odbéru
méla pohybovat v rozmezi 40 — 45 °C. Odbér se provadi v ptipoustédle za pomoci atrapy.
Pokud je atrapou fijna samice, mnozstvi a kvalita ejakulatu jsou vyssi (Louda a kol., 2001;
Edmondson et al., 2012).

Elektroejakulace se provadi zavedenim bipolarni elektrody do rekta a naslednym
dodanim elektrickych impulzi 10 — 15 voltd po dobu 3 — 5 sekund v5 — 15 sekundovych
intervalech. Celkovéa délka stimulace trva 2 — 4 minuty (Shipley et al., 2007).

Ptestoze je elektroejakulace pomérné jednoducha a rychla procedura, jeji casté a plosné
pouziti se nedoporucuje s ohledem na wellfare zvitat. V ptipadech kdy je odbér samce umélou
vaginou nemozny, napif. pokud odmitd atrapu nebo méa vady dolnich koncetin, je

elektroejakulace piijatelnou alternativou (Jiménez-Rabadan et al., 2012).
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Kromé¢ vlivu metody odbéru na samce jako takového vsak zistava otazkou, jak vliv ma
pouzitd metoda na vlastnosti odebraného ejakulatu. Zaroven se jevi, Ze zde existuji
mezidruhove rozdily.

Nuti (2007) upozornuje, ze elektroejakulace negativné ovliviiuje slozeni semenné
plazmy kozla a snizuje Zivotaschopnost spermii pfi jeho nasledném uchovavani.

Jiménez-Rabadéan et al. (2012) uvadéji lepsi kvalitu spermatu kozlt plemene Blanca-
Celtibérica po kryokonzervaci ve prospéch odbéru umélou vaginou.

V dalSim vyzkumu pak Jiménez-Rabadan et al. (2015) porovnavali vliv metody odbéru
na kryorezistenci u kozli a berand. Vysledky studie dokladaji negativni vliv elektroejakulace
na kvalitu spermatu kozli po kryokonzervaci, zatimco berani sperma nevykazovalo zmény
v souvislosti s metodou odbéru. Autofi predkladaji hypotézu, ze elektroejakulace mizZe vést
ke zménam v kozlim ejakuldtu, které c¢inni sperma vice nachylné ke zméndm behém
kryokonzervace.

Tuto hypotézu neptimo potvrzuji Tapaloaga et Tapaloaga (2016), ktefi pomérovali
morfometrické vlastnosti beranich spermii v zavislosti na metodé¢ odbéru. Vysledky jejich

vyzkumu dokladaji, Ze metoda odbéru neovlivituje morfometrické vlastnosti beranich spermii.

3.4.2 VIlastnosti a hodnoceni semene

Objem beraniho ejakulatu se pohybuje od 0,5 — 1,5 ml a jeho hustota se pohybuje od 3,5
— 6,5 miliard spermii v 1 ml. Barva je mlé¢né bila; pach ejakulatu je nevyrazny a pfipomina
pach viny (Shipley et al., 2007).

Objem kozliho ejakulatu se pohybuje od 0,4 — 3 ml, v priméru ¢ini 1 ml. Hustota je
zna¢né variabilni a muze se pohybovat v rozmezi 2 — 5 miliard spermii 1 ml. Pramér se
pohybuje kolem 4 miliard v 1 ml. Barva je bild nebo Sedobild. Konzistence je zavisla na
hustoté spermii a mize byt smetanova u hustych vzorkd, ptipadné vodnaté u fidkych (Louda a
kol., 2001; Edmondson et al., 2012).

Odebrany ejakulat se podrobuje kvalitativnimu i kvantitavnimu hodnoceni. Manipulace
béhem n&j by méla probihat tak, aby se piedeslo teplotnim vykyvim, kontaktu s vodou,
dezinfek¢nimi prostredky, svétlem a vzduchem.

Tradi¢ni hodnoceni zahrnuje makroskopické posouzeni, béhem kterého se posuzuje
barva, zrnitost, pach, obsah pfimiSenin a objem pomoci pipety. Zakladni mikroskopicka
analyza zahrnuje ureni koncentrace spermii, jejich motilitu a morfologické vlastnosti, véetné

poctu patologickych nebo nezralych spermatickych bunék (Louda a kol., 2001).
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Vzhledem k mnoha faktorim ovliviujicich uspésnost inseminace u ovci a koz, mezi néz
se fadi i to jakym zplsobem se semeno fedi a uchovava, existuje také maximalni snaha
stanovit kritéria, ktera by jasné urcila fertilizaéni schopnosti spermii, jez by se daly pouZzit
V nasledném zhodnoceni a pouziti pii vybéru semene do inseminacni davky.
mezi né napiiklad dehydrogenacni zkouska, tepelny test piezitelnosti, akrozomalni integrita,
schopnost spermie pohybovat se v rizném médiu (napf. ve vaginalnim hlenu), schopnosti
fertilizace in vitro, pocitacové-asistovane zhodnoceni motility spermii (CASA) (David et al.,
2015).

Prestoze tyto testy vykazuji GspéSnost ve vysledcich in vitro, jejich uspésnost in vivo,
jak se domniva David et al. (2015), neni velka. To potvrzuji i O’Meara et al. (2008), ktefi
hodnotili n€kolik funkénich testti rozmrazeného spermatu jakozto moznych indikatort in vivo
fertility berant, a jejich vysledky neprokazaly vztah mezi in vitro fertilitou beranu s fertilitou
ziskanou in vivo. Nicméné, Vicente-Fiel et al. (2014) ve své studii potvrdili, Ze v praxi
ovéfeni plodni berani vykazuji jasné rozdily v né€kolika parametrech spermatu, vcetné
pohyblivosti a Zivotaschopnosti od beranti neplodnych.

Nordstoga et al. (2013) se ve svém vyzkumu zaméfili na sledovani poruch integrity
chromatinu DNA spermii za pouZiti metody Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA)
beranti. Vyzkum prokazal negativni vztah mezi DFI (DNA Fragmentation Index) a NRR (non
return rate) jakozto jednim z ukazatel plodnosti.

Tyto testy jsou vSak vétSinou predmétem vyzkumnych studii a pro vyuziti v praxi jsou
nepraktické. Musi se navic vétsinou kombinovat, coZ je naroéné a drahé, ¢imz se zhorSuje
ekonomika vyuziti inseminace.

V tomto kontextu dokladaji David et al. (2015) pozitivni vztah mezi vinovym pohybem
nefedéného ejakulatu (mass sperm motility) berant a jejich fertilitou, resp. oplozovaci
schopnosti. Nabizi tak pfesvéd¢ivy a jednoduchy indikator plodnosti, ktery je zarovei levny a

vyuZitelny v praxi.

3.4.3 Konzervace a redéni semene

Redéni semene jednak usnadituje rozdéleni ejakulatu do déavek, zaroven poskytuje
vhodné prostiedi pro spermie béhem manipulace a skladovani. Semeno se fedi podle zptsobu
nasledného pouziti, resp. uchovavani, metody inseminace, doby inseminace béhem roku, resp.

zpusobu vyvolani fije. Semeno se k inseminaci pouziva cCerstvé, chlazené nebo mrazené

(Shipley et al., 2007).
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3.4.3.1 Cerstvé semeno

Samice mize byt inseminovana Cerstvym nefedénym semenem v davce ptiblizne 0,1
ml normalniho semene dobré kvality ihned po odbéru a hodnoceni kvality ejakulétu
(Edmondson et al., 2012).

3.4.3.2 Kratkodoba konzervace v tekutém stavu

Pro fedéni beraniho spermatu ke kratkodobé konzervaci je k dispozici velké mnoZstvi
fedidel. V minulosti se pouZivalo nejvice Zloutko-citratové fedidlo s ptidavkem glukozy.
(Salamon et Maxwell, 2000; Louda a kol., 2001). V dnesni dobé se ke kratkodobé konzervaci
pouZivaji fedidla na bazi Tris — gluk6za — Zloutek nebo Tris — citrat — frukt6za — Zloutek
(Salamon et Maxwell, 2000; Shipley et al., 2007).

Jako komponentu fedidla 1ze pouzit mléko - to vSak musi byt tepelné oSeteno z diivodu
odstranéni lakteninu, ktery pisobi spermicidné. Mléko béhem tepelného oSetieni nesmi vafit a
nesmi pfijit do kontaktu s vodou. Obecné se dava ptednost pouziti odtuénéného nebo UHT
mléka (Shipley et al., 2007).

Quan et al. (2016) zjistili lepsi vysledky méfeni pohyblivosti, membranové integrity a
akrozomalniho statusu beranich spermii u fedidel na bazi Tris nez u mléka pii skladovani
semene ve 4 °C po dobu 7 dni.

Redidla mohou byt pfipravovana piimo v laboratofi. Jejich piiprava je ale naroéngjsi a
muze se v ni uplatnit faktor lidské chyby, coz miize kompromitovat jejich kvalitu. Z toho
divodu jsou k dispozici pfedmichana komeréni fedidla (Gordon, 2004). Ta jsou bud’
s komponenty Zivo&isného paivodu (v CR k dispozici Triladyl, Ovipro) nebo bez komponenti
Zivo¢idného pivodu, jako napt. Andromed, Biocipos, Biladyl nebo Optidyl (Cunat, 2013).

Cunat (2013) uvadi, 7e za pouziti vyse uvedenych fedidel lze piipravit inseminaéni
davky na relativné dobré urovni se zachovanim 30 — 70 % progresivni aktivity spermatu.
Zaroven podotyka, ze fedidla Triladyl a Andromed vykazuji dlouhodobég ustalené stabiliza¢ni
vysledky.

Redéni se provadi okam?Zit& po odbéru pfimo ve sbéradi. Teplota fedidla i semene musi
byt stejna. Stupen fedéni beraniho spermatu pro kratkodobou konzervaci se stanovuje na
zékladé objemu ejakulatu a koncentrace a aktivity spermii (Louda a kol., 2001). Nejcastéji se
berani sperma ke kratkodobé konzervaci fedi v poméru 1 : 3 az 4. Mohou se vSak pouzit i
poméry nizsi a to 1 : 1 az 2 (Kukovics et al., 2011). Pomér fedéni je vétSinou relativné maly

z davodu minimalizace nadmérného zifedéni semenné plazmy, kterd obsahuje prospésné
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antioxidanty a proteiny. Tzv. ,.fedici efekt* je totiz Casto oznacovan jako divod pro snizenou
motilitu a fertiliza¢ni schopnost beraniho spermatu (Mata-Campuzano et al., 2015).

Stejni autofi vSak v nedavném vyzkumu zjistili, Ze berani sperma je l1épe konzervovano
ve vy$Sim poméru fedéni, nez se doposud uvadélo. Ve srovnavacim experimentu sledovali
progresivni pohyb spermii v rizném stupni fedéni a ¢ase. Vyzkum prokazal, ze po 24
hodinéch skladovéani v 15 °C byl progresivni pohyb spermii v koncentraci 1,2 a 1,4 x 10° niZsi
nez pii koncentraci 0,2 — 1,0 x 10° spermii/ml.

Kozli semeno lze fedit obdobn¢ jako berani, ovSsem s vyjimkou pouziti Zloutku a mléka.
Je to z toho diivodu, ze enzym produkovany bulbouretralnimi zldzami (Cowperovy), které
Vv soucinnosti s ampulemi chdmovodu, méchyikovitymi zldzami a prostatou produkuji
semennou plazmu (Reece, 2011), katalyzuje hydrolyzu trioleinu a triglycerid obsazenych
v mlécnych a Zloutkovych fedidlech na volné mastné kyseliny, které zpomaluji pohyb spermii
a poskozuji jejich membrany (Salmon et al., 2017). Z toho dtivodu se doporucuje bud’ omezit
pouZiti Zloutku v fedidle na 2 % (Edmondson et al., 2012) nebo promyvani kozliho spermatu
a separaci semenné plazmy ihned po odebrani (Salmon et al., 2017). Louda a kol. (2001)
uvadéji, ze pii kratkodobém nebo okamzitém pouziti nafedéného spermatu lze pouzit k fedéni
3,5 % fyziologického roztoku NaCl a vy3§im mnozstvim, tj. 3 -5 %, Zloutku.

Jak dokladaji neddvné studie, dobrych vysledk lze dosdhnout u ftedidel na bazi
sojoveho lecitinu (Forouzanfar et al., 2010; Rehman et al., 2013; Salmani et al., 2014).
Vhodnost tohoto fedidla se projevuje zejména u dlouhodobé konzervace (Masoudi et al.,
2017). V ramci své studie vSak Masoudi et al. (2017) srovnavali i G¢innost zloutkového a
sojového fedidla pfi inseminaci Cerstvym spermatem — vysledky vSak nepotvrdily vyrazné
rozdily v zabiezavani bahnic mezi jednotlivymi metodami inseminace a Vv zavislosti na
pouzitém typu fedidla.

Stupent fedéni se stejné jako u beraniho spermatu odviji od koncentrace spermii

S maximalnim pomérem 1 : 15 (Louda a kol., 2001).

3.4.3.3 Chlazeni

Natedéné semeno lze okamzité pouzit k inseminaci Kk Cerstvé insminaci viz. vySe.
Castgji viak dochazi ke kratkodobému uchovavani z diivodu transportu na farmu, piipadné do
laboratoie ke zmrazeni. Berani 1 kozli sperma je podstatné citlivéjsi na chladovy Sok nez
napiiklad sperma byc¢i, obzvlast pii teploté kolem 18 °C. Je tedy nutné pii chlazeni

postupovat opatrné. Vlastnosti spermii a tedy i oplozovaci schopnost se s prodluzujicim
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¢asem konzervace zhorSuji a to zhruba o 10 — 35 % na kazdy den konzervace v tekutém stavu
(Maxwell et Watson, 1996; Salamon et Maxwell, 2000).

Na oplozovaci schopnost pisobi, kromé pouzitého fedidla, i teplota. O’Hara et al.
(2010) uvadi vyssi motilitu spermii v fedéném spermatu uchovavaném pii teploté¢ 5 °C po
dobu 72 hodin nez pii skladovaci teplot¢ 15 °C. Wusiman et al. (2012) uvadéji horsi
oplozovaci schopnost beraniho spermatu uchovavaném pfi teploté 4 °C po dobu 72 hodin pfi
cervikélni inseminaci bahnic oproti spermatu skladovaném po dobu 24 hodin pii teploté 23 °C
vV poméru 69.6 % vs. 76 %. K odlisnym vysledkim dospéli Mata-Campuzano et al. (2014),
kteti uvadeji lepsi motilitu spermii po skladovéani semene v 15 °C po dobu 2 dnt. Vysledky
nabizeji otdzku, zda jsou zptsobeny rozdilnym slozenim pouzitého fedidla, pfipadné zda je na

kratSi skladovaci dobu lepsi vyssi teplota.

3.4.3.4 Dlouhodobd konzervace semene

Skladovani semene v mrazenem stavu skyta vyhodu nejen v uchovani cennych genti pro
budouci pouziti, ale také transport semene na delSi vzdalenosti nez umoznuje kratkd doba
pouziti semene v tekutém stavu. V neposledni fadé¢ umoziuje flexibilitu v nacasovani
inseminace a to i mimo standartni fijovou sezonu. Jeji nevyhodou vSak u malych prezvykavcii
zustava potieba vyssiho celkového poctu spermii a ekonomicka naro¢nost (Gordon, 2004).

Kryokonzervace semene zastavuje metabolickou aktivitu spermii, ktera po rozmrazeni
muze byt obnovena. Nicméné, mrazici proces ma na berani a kozli sperma negativni vliv,
ktery se, i prestoze kvalita rozmrazené¢ho spermatu mize byt velmi dobra, projevuje nizkou
oplozovaci schopnosti (Louda a kol., 2001). Navic i1 pfes celou fadu technik mrazeni a fedidel,
jez jsou k dispozici, semeno zhruba 5 — 10 % beranti nelze Gspésné zmrazit (Shipley et al.,
2007).

Vyzkumy dokladaji, ze béhem kryokonzervace jsou spermiové membrany vystaveny
mechanickym, teplotnim a chemickym stresim (Salmon et al., 2017). Béhem rozmrazovani
také dochazi k pfedcasné kapacitaci spermii a zkracovani Zzivotnosti buiky (Gillan et
Maxwell, 1998; Salamon et Maxwell, 2000). MrazZeni a nasledné rozmrazeni ovliviiuje
pohyblivost spermii — Moses et al. (1995) uvadéji, ze veskeré kinetické parametry beraniho
spermatu jsou procesem kryoprezervace pozménény. Tuncer et al. (2010) uvadéji zvySenou
tvorbu reaktivnich forem kysliku (ROS) béhem mraZeni a rozmrazovani kozliho spermatu.
NeZadouci tvorba ROS vede ke snizovani Zivotaschopnosti spermii, jejich pohyblivosti,
oplozovaci schopnosti (Bucak et al., 2010). Gillan et al. (2004) tvrdi, Ze proces

kryokonzervace naruSuje mitochondrialni respiraci, ktera je jednim z procest piispivajicich
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Kk Gspésnému proniknuti spermii déloznim krckem. Autofi tak naznacuji, ze mitochondrialni
poskozeni miize piimo souviset s nizkou oplozovaci schopnosti rozmrazeného spermatu pii
inseminaci cervikalni metodou.

V disledku (nejen) vySe uvedenych diivodl existuje pro mraZeni a rozmrazovani cela
fada protokold a jejich pouziti se odviji jednak od metody uchovéani inseminacni davky, tak
od metody inseminace, ktera bude pouZita.

Koncentrace spermii v ejakulatu ur¢eném ke kryokonzervaci by méla byt nejméné 3 x
10° v 1 ml s motilitou nejméné 70 %. Normalni koncentrace se pohybuje od 3,5 x 10° az 6,0 x
10° na 1 ml u berand a 2,5 x 10° v 1 ml pro kozly (Edmondson et al., 2012).

Stupenn fedéni se odviji od pozadovaného standardizovaného poctu spermii
V inseminacni davce. Tradicni pomér fedéni se pohybuje vpoméru od 1 : 2 do 1 : 5; dle
novéjsich fedicich protokolti se pomér pohybuje mezi 1 : 10 az 1 : 15 (Salamon et Maxwell,
2000).

Redidla pouzivana k ptipravé mrazenych inseminacnich davek by méla byt pfipravena
tak, aby poskytovala spermiim energii, isotonicky osmoticky tlak, pufrovaci systém a chranila
je pied chladovym Sokem (Edmondson et al., 2012).

Nejcastéjsim typem fedidla beraniho spermatu jsou fedidla na bazi citratu, zloutku a
monosacharidii glukézy nebo fruktézy nebo mléka.

V ramci vyzkumu se objevuji pomérné uspokojivé vysledky sftedidly na bazi
trisacharidt jako napf. rafindza (Bucak et al., 2013) a lipidu jako je lecitin (Shahzad et al.,
2016) nebo komplexnich polysacharidii jako je naptiklad arabska guma (Ali et Zeitoun,
2017).

Z davodu ochrany pii mraZzeni se piidava glycerol — jeho optimalni koncentrace se
pohybuje v rozmezi 4 — 6 % (Salamon et Maxwell, 2000) nebo 5 — 8 % (Louda a kol., 2001).

Glycerol Ize do semene dodat jako separatni fedici frakci, kdy se semeno po odbéru
prediedi na poloviéni davku konecného fedéni a po postupném zchlazovani na 4 - 5 °C
snaslednou ekvilibraci 1,5 — 2 hodin se piida zbyvajici cast fedidla s glycerinem.
Dvoukrokové fedéni se uplatituje predev§im u mlécnych fedidel nebot’ vykazuje ptiznivéjsi
vysledky preziti spermii béhem kryokonzervace. Naproti tomu jednokrokové piidani
glycerolu je vyhodnéjsi u fedidel na bazi Zloutku, kdy se semeno nafedi v poZzadovaném
poméru i s poZzadovanym mnozstvim glycerinu pii teploté 30 °C s naslednym chlazenim.
Ekvilibrace trva 1,5 — 2 hodiny pfi teploté 5 °C (Louda a kol., 2001; Edmondson et al., 2012).

Velka ¢ast principti dlouhodobého uchovavani kozliho spermatu je stejné jako u semene

baranti. Nicméné, jak jiz bylo zminéno, kozli semennd plazma, kterd mé pozitivni u¢inky na
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motilitu spermii, jejich membranovou integritu a odolnost proti chladovému Soku a
oxidativnim stresim zaroven obsahuje proteiny, které spermie poSkozuji béhem skladovani.
Jedna se zejména o vySe zminénou glykoproteinovou lipazu produkovanou Cowperovymi
Zldzami. Z toho dtivodu se doporucuje promyvani ejakulatu a separaci semenné plazmy ihned
po odbéru (Edmondson et al., 2012).

Nejcasteji pouzivanymi fedidly kozliho spermatu jsou fedidla na bazi odtucnéného
mléka s gluk6zou nebo Tris-glukdzo-citratovo-zloutkové. Glycerol se piidava v mnozstvi
6 -7 %.

Posledni vyzkumy prokazuji, Ze pfidani cholesterolu ve formé¢ cholesterolem obalenymi
cyklodextriny (CLC) méa pozitivni vliv na procento Zivotaschopnych spermii u hiebcti po
rozmrazeni (Sichtai et Janosikova, 2017). Salmon et al. (2016) zkoumali stejny efekt u
semene kozli; jejich vysledky ukazuji, ze pridani CLC do mlécného tedidla zlepSuje odolnost
kozlich spermii proti poskozeni zpusobenych semennou plazmou a chrani spermie béhem
skladovani po dobu 24 hodin pfii teploté 5 °C. Vyzkum pak dale naznacuje, Ze po ovéieni
vysledku in vivo, pfidani cholesterolem obalenych cyklodextrini do fedidla by mohlo vést
k odstranéni potieby centrifugace semenné plazmy.

Pozitivni vliv na vlastnosti spermii po rozmrazeni ma také vceli matefi kaSicka. Alcay et
al. (2016) dospéli k uspokojivym vysledkiim s pfidanim matefi kasi¢ky v poméru 0,25, 0,50 a
0,75 % do fedidla na bazi sojového lecitinu s finalnim pomérem 150 x 10° na 1 ml spermii.
Vyssi pomér (0,50 a 0,75 %) mateti kaSicky prokazal pozitivni vliv na motilitu spermii a
integritu plazmové membrany, akrozomu a DNA ihned po rozmrazeni a nasledné, i ptes
Klesajici kvalitu, po 6 hodinach inkubace.

Stejné jako u beraniho semene lze fedit jedno- nebo dvoukrokove. Dvoukrokové fedéni
vSak neposkytuje vyrazné vyhody a proto se vétSinou postupuje jednokrokove, coz proces
usnadiiuje a minimalizuje manipulaci se semenem pied mrazenim (Edmondson et al., 2012).
Pti zchlazovani uvadéji Louda a kol. (2001) uchovani nafedéného semene 2 hodiny pii teploté

10 - 12 °C, nasledné po dobu 2 hodin pfi teploté 8 °C a dale pfi teploté 4 °C.
Kroyoprezervaci beraniho a kozliho semene lze provadét do forem pelet — kuli¢ek nebo
pejet — dutinek.

3.4.3.4.1 Pejety
Naredéné semeno se plni do plastovych dutinek — pejet o objemu 0,25 ml (4 cm) nebo

0,50 ml (6 cm). Ty se nasledné v horizontalni poloze, tak aby se nedotykaly, chladi zhruba 4
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cm nad hladinou tekutého dusiku po dobu 7 — 10 minut pfi teploté — 80 az — 125 °C.
Zmrazené pejety se poté ponoii do tekutého dusiku, kde se rychle zmrazi na finalni
poZadovanou teplotu — 196 °C (Louda, 2001; Edmondson et al., 2012).

Shipley et al., (2007) uvadéji nasledujici mrazici protokol: rychlost mrazeni 4 °C za
minutu do teploty — 12 °C, poté 40 °C za minutu v teplotnim rozsahu — 12 °C az — 40 °C a
koneéné 50 °C za minutu v teplotnim rozpéti — 40 °C az — 140 °C s néslednym uloZenim do
tekuteho dusiku.

Mrazicim protokolem se v posledni dobé zabyvala studie Fang et al. (2016). Autofi
zkoumali vliv rychlosti mrazeni na fosfolipidy plazmatické membrany beranich spermii.
Dospéli k zavéru, ze sperma mrazené rychlosti — 40 °C za minutu vykazovalo lepsi vysledky
Vv distribuci  fosfolipidii v plazmatické membrané, jeji funkci a néslednou fertilizacni

schopnosti oproti rychlostem — 1, — 20, — 60 a — 80 °C za minutu.

3.4.3.4.2 Pelety
Natedéné zchlazené semeno se nakapava v mnozstvi 0,1 az 0,3 ml kapatkem

zchlazenym na 4 °C do dulkt o praméru 0,5 az 0,8 cm zhotovené dtlkova¢em v suchém ledu.
Doba zmrazovani se pohybuje od 7 do 10 minut. Po této dobé se zmrazené pelety presypou do
radné oznacenych plastovych kelimkl naplnénych tekutym dusikem. Ty se pak ukladaji do

kontejnerti (Louda, 2001; Edmonson, 2012).

3.4.3.5 Rozmrazovani

Insemina¢ni davky ve formé& pelet se rozmrazuji bud’ vhozenim kulicek do fedidla
zahtatého na teplotu 40 °C (tzv. ,,mokré* rozmrazovani). ,,Suché* rozmrazovani lze provést
vloZenim pelet do zkumavky a ponoienim do vodni 14zné 40 °C. Semeno je néasledné ulozeno
do vodni lazné o teploté 30 °C do doby inseminace (Shipley et al., 2007).

Pejety se rozmrazi vlozenim dutinek do vodni 1azné o teploté 35 — 40 °C po dobu 30
vtetin (Shipley et al., 2007).

K inseminaci se pouzivaji davky, ve kterych aktivita spermii po rozmrazeni dosahuje 40
% a vice (Louda a kol., 2001).

3.5 Kontrola reprodukéniho cyklu a synchronizace fije

Jak jiz bylo feCeno, ovce 1 koza se fadi mezi hospodaiska zvifata se sezonni pohlavni

aktivitou. Z chovatelského hlediska je zadouci manipulovat #iji i béhem obdobi anestru.
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Zaroven spravné nacasovani umélé inseminace, a to nejen v rameci jednotlivych fijovych cykla
béhem plodného obdobi, je jednim z kritickych faktort pro uspésné zabieznuti. Stimulace fije
a jeji synchronizace se tak fadi mezi hojn¢ vyuZivané biotechnologické metody, které uzce
souvisi s umélou inseminaci (Horak a kol., 2004; Fantova a kol., 2015).

V soucasné dob¢ se k vyvolani fije a jeji synchronizaci vyuzivaji tfi zdkladni strategie,
které se velice Casto kombinuji. Jedna se o podavani hormonalnich ptipravkl, manipulaci

fotoperiodicity pomoci melatoninu a tzv. berani efekt (Dardente et al., 2016).

3.5.1 Berani efekt a melatonin

Berani efekt je nejstar$i chovatelskou praxi jak ovlivnit reprodukei samic. Pfitomnosti
samce lze uspésné modifikovat tiéi reproduk¢éni obdobi samic — pubertu, anestrus a estrus
(Louda a kol., 2001).

Jedna se o praxi, kdy se stado samic vystavi pfitomnosti sexualn¢ aktivnich samct, coz
v disledku vyvola sekreci luteinizaéniho hormonu LH a synchronizovanou ovulaci (Dardente
etal., 2016).
jehnicek (Louda a kol., 2001).

Nahla pritomnost berana nebo kozla ve stad¢ samic, které jsou pied koncem sezénniho
anestru, vyvola fiji u vétSiny samic béhem 6 dnli. Samice by ovSem nemély byt vystaveny
kontaktu se samcem v prub¢hu predchozich 3 az 4 tydna (Edmondson et al., 2012).

Prvni fije po pfifazeni samce k samicim je vétSinou kratka a bez vyraznych projevi (tzv.
ticha fije). U koz se pulzativni sekrece LH zvySuje ihned po kontaktu s kozlem. V zavislosti
na plemeni a obdobi v roce se preovula¢ni vina LH dostavuje béhem 51 — 53 hodin po zjisténi
piitomnosti samce. Nasledna ovulace vede k utvofeni zlutého téliska, avsak v ramci kratkého
cyklu s dobou trvani 5 — 7 dni a s nizkou sekreci progesteronu. Po luteolyze se dostavuje novy
cyklus s novou preovulacni vinou béhem néhoz dochazi k ovulaci 8 dni po pfifazeni kozla.
Béhem tohoto druhého cyklu se vytvoti dostate¢né zralé corpus luteum, coz nasledné vede
k normalni sekreci progesteronu a tedy standartnimu 21-dennimu cyklu (Lopez-Sebastian et
al., 2014).

U ovci se predovulacni vrchol LH dostavuje zhruba 27 hodin a ovulace nastava
v priméru asi 41 hodin po ptichodu berana do stida. Zluté t&lisko je Easto rtizné kvality.
Neékteré muze trvat jako u normalniho cyklu a zanik4 kolem 13. dne po ovulaci. Jiné muze,
stejné jako u koz, zanikat pied¢asné — k reovulaci pak dochazi 6 — 8 dnt po jeho zaniku
(Louda a kol., 2001).
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Na uspésnosti pouziti beraniho efektu k vyvolani fije se kromé faktort jako jsou kvalita
libida sexualis u samce (Delgadillo et al., 2006), délka piedchozi izolace samce a samic, resp.
novost samce pro samice (Rivas-Mufioz et al., 2007; Delgadillo et al., 2009, De St Jorre et al.,
2014) vyzivovy stav a doba od posledniho porodu (Galllego-Calvo et al., 2014), podili
predevsim plemeno a jeho sezonnost (Anel et al., 2005).

Berani efekt mtze indukovat ovulaci kdykoliv béhem sezonniho anestru u plemen, ktera
vykazuji nizsi sezonnost jako napt. koza kreolska nebo Murciano-Granadina; u ovci napf. Ile
de France nebo Merino d’Arles (Dardente et al., 2016).

U nékterych vysoce sezonnich plemen nema vSak berani efekt tak spolehlivy uéinek aby
vyvolal fiji béhem hlubokého anestru a pouze pfiblizi zacatek pripousteciho obdobi pokud se
tato technika pouzije ke konci anestru (Dardente et al., 2016).

Utinnost této techniky u vysoce sezonnich plemen se viak v posledni dobé zvysuje
v souvislosti s ovlivilovanim fotoperiodicity, kdy jak samci, tak samice jsou vystaveni umélé
regulaci svétetelného dne at’ jiz pouhym svicenim, ptipadné i za pouziti melatoninu.

Delgadillo et al. (2015) zjistili, ze pfitomnost sexualné aktivniho kozla béhem anestru
dostate¢n¢ narusuje reprodukéni ttlum béhem anestru. Ve studii pouzili samce, jejichz vlastni
reprodukéni sezonnost byla ovlivnéna upravenim svételného rezimu na 16 hodin svétla
(intenzita min. 300 lux®) a 8 hodin tmy po dobu 2 mésicti béhem podzimu a zacatkem zimy a
subkutanni aplikace melatoninu. 1,5 mésice po skonceni svételného oSetfeni vykazovali
kozlové vyraznou sexudlni aktivitu v obdobi od ledna do cervna. Po pfifazeni takto
stimulovanych kozIt k samicim v anestru byl nastup tije 100%. Autofi dale poukazuji na to,
ze stala pritomnost téchto samcli zabranila u samic nastupu anestru.

Jejich vysledky potvrzuji Chasles et al. (2016), ktefi uvadéji vyssi vyskyt ovulace
(86 %) béhem mésice bfezna po kontaktu s kozly s fotoperiodickym oSetienim bcéhem
podzimu.

K obdobnym vysledkim u ovci dospéli Abecia et al. (2015), kteti zkoumali vliv
vystaveni bahnic pfitomnosti berantl, jejichz reprodukéni aktivita byla podpoiena svételnym
rezimem a aplikaci tfi podkoznich melatoninovych implantatt. Jejich vysledky dokladaji, ze
stala pfitomnost takto oSetfenych berant prodlouzila ovaridlni aktivitu bahnic v jarnim
obdobi, tedy v obdobi typickém pro anestrus.

V praxi je pouziti beraniho efektu za pomoci upravy svételného rezimu a s pomoci
melatoninu mocnym nastrojem k manipulaci reproduk¢ni aktivity mimo klasické plodné
obdobi. Nicmén¢ vzhledem k tichym fijim a kratkému estralnimu cyklu indukovanému

beranim efektem je vramci umélé inseminace, kde je nacasovani kritické, potieba
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identifikovat samice v fiji a inseminaci opakovat v prib&hu nékolika dni. Z praktického
hlediska se tak jevi tradi¢né pouzivané hormonalni metody vyvolani a synchronizace fije

piesnéjsi a praktictéjsi (Dardente et al., 2016).

3.5.2 Hormonalni synchronizace Fije

Umeélé inseminace se nejcastéji provadi po hormondlni synchronizaci fije. Ta se provadi
bud’ aplikaci gestagenil, zejména progesteronu nebo prostaglandinli, zejména prostaglandin

F2a (PGF2a) (Edmondson et al., 2012).

3.5.2.1 Progesteron a syntetické gestageny

Princip uziti gestagenti pro synchronizaci fije spoc¢iva v jejim oddaleni. Exogenni
gestageny (progesteron nebo jeho analogy) se tak pouZivaji k umélé kontrole doby trvani
lutedlni faze (Edmondson et al., 2012). Umé¢la kontrola Zivotnosti zlutého téliska, které
ovlivituje sekreci luteinizaéniho hormonu (LH) =z hypofyzy, nebo manipulace hladiny
cirkulujiciho progesteronu umoziuji regulaci estru a ovulace (Abecia et al., 2012).

Nejcastejsi forma aplikace je transvaginalni ve formé intravaginalnich polyuretanovych
pesarti/houbi¢ek nebo CIDR (controlled intravaginal drug-releasing device) vaginélnich
télisek napusténych gestageny. Nejpouzivanéjsi komer¢ni forma gestagenii jsou
fluorogestonacetat (FGA) v koncentracich 20 — 40 mg, medroxyprogesteron v koncentracich
50 — 60 mg nebo 0,3 g progesteronu (Abecia et al., 2012).

DalSi moznosti je enteralni podani melengestrolacetétu. Jak u ovci tak u koz lze podavat
v mnozstvi 0,22 mg na jedince po dobu 14 dna, pfipadné¢ davku rozdélit do dvou podani
denné (2 x 0,125 mg na jedince). Prvni fije po vysazeni ptipravku vSak vykazuje nizké
hodnoty fertility a proto se doporucuje oplodnéni az pii druhé fiji po vysazeni ptipravku.
Metoda navic neumoznuje piesné davkovani, jez vyzaduje pro uspokojivou ucinnost
(Edmondson et al., 2012).

Alternativou je také aplikace usniho implantatu Norgestometu, pouzivaného u skotu. 1,5
az cely implantat v davce 3 az 6 mg se aplikuje subkutann¢ u kofene ucha; ponechava se
v misté 7 — 9 dni (Edmondson et al., 2012).

Tampony nebo téliska se u ovci ponechavaji 9 az 14 dni; fije nastupuje zhruba 48 hodin
po vyjmuti (Abecia et al., 2012).

U koz se pesary ponechavaji 16 — 18 dni, zatimco CIDR téliska se vyjimaji po 18 — 21
dnech. U vétSiny koz se pak fije dostavuje béhem 24 — 36 hodin (Edmondson et al., 2012)
nebo 48 hodin (Abecia et al., 2012) po vyjmuti.
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OsSetfeni progesteronem nebo jeho analogy lze za Ucelem vétsi synchronizace
kombinovat s intramuskularni aplikaci konského sérového gonadotropinu (eCG) v dobé
odstranéni gestagend. eCG se u ovci aplikuje v mnozstvi 250 az 750 mezinarodnich jednotek
(m. j.) v zavislosti na plemenu, sezoné a véku bahnice (Hill et al., 1998). Louda a kol. (2001)
uvadéji aplikaci 500 m. j. eCG.

U koz je mozné aplikovat davky az do 1000 m. j. (Abecia et al., 2012).

Synchronizaci lze také podpofit pfifazenim samce ,,prubife 24 hodin po vysazeni
gestagenu. Nékteré synchronizacni protokoly obsahuji podani prostaglandini 24 hodin pred
vysazenim zdroje progesteronu s naslednou aplikaci eCG 24 aZ 48 hodin nebo v dobé vyjmuti
zdroje progesteronu (Edmondson et al., 2012).

V dobé fyziologického anestru se nejcastéji pouziva pravé kombinace progesteronu a
eCG. Gestagen je do organismu dodavan po dobu 14 dni a nasleduje aplikace gonadotropinu
— bud’ folikulostimula¢ni hormon (FSH) nebo konisky choriovy gonadotropin (eCG) 48 hodin
pred vyjmutim zdroje gestagenu. Edmonson et al. (2012) uvad¢ji davku 300 — 400 m. j. U koz
je standartnim protokolem davkovano 600 m. j. v obdobi od tinora do Cervna, tj. hlubokém
anestru a 500 m. j. od Cervence do srpna. Mezi zafi a lednem se eCG aplikuje soucasné
s vyjmutim pesaru v davce 400 m. j

Dlouhé (14 dni) progesteronové protokoly Gspésné synchronizuji fiji, ovSem s variabilni
fertilitou (procentem zabieznuti) (Faigl et al.,, 2012). Menchaca et Rubianes (2004) se
domnivaji, Ze je to z divodu dlouhotrvajici progesteronové nabuzeni (priming) mutize snizovat
hladinu progesteronu na sublutealni Groven ke konci oSetfeni. Vzhledem k tomu, ze LH vina
se opakuje po 5 — 7 dnech, delSi dodavani progesteronu neni Zadouci (Abecia et al., 2012).

Jako pftijatelny se zda byt kratsi protokol, kdy oSetieni progesteronem probihd 5 — 7 dnti.
Protokol zahrnuje aplikaci eCG (200 az 400 m.j.) a luteolytické davky prostaglandinu F2a
v dobé vyjmuti progesteronovych implantatd. V porovnani s dlouhym protokolem b&hem

vvvvvv

zabfeznuti vs. 37,8 %; inseminace laparoskopicky) (Menchaca et al., 2017).

3.5.2.2 Prostaglandiny

Alternativni metodou synchronizace fije a ovulace je indukce luteolyzy, zanik zlutého
téliska a nasledné vyvolani folikularni faze s ovulaci. Primarnim luteolytickym faktorem u
ovci a koz je prostaglandin F2a (PGF2a). Aplikace exogenniho PGF2a nebo jeho analogi je
tak i¢innym prostiedkem k vyvolani luteolyzy 5. — 6. den estralniho cyklu (Edmondson et al.,
2012).
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Vyhodou pouziti prostaglandini je intramuskularni injekéni aplikace — odpada aplikace
vaginalnich pesari a minimalizuje se tak mimo jiné vaginalni mikrobioticka kontaminace,
zlepSuje se komfort a wellfare zvifat a v neposledni fadé je hormon metabolizovan plicemi
(99 %) a nedochézi tak k uvoliovani rezidui (Abecia et al., 2012).

Nevyhodou je vSak potfeba aplikovat hormon béhem existence aktivniho Zzlutého
téliska, kter¢ bude k PGF2a responzivni. Responsivita Zlutého téliska k PGF2a nastava od
tietiho dne estralniho cyklu do doby pfirozené luteolyzy (Rubianes et al., 2003). Zvifata
V anestru nebo v ¢asné, piipadné pozdni lutealni nebo folikularni fazi tak nebudou na oSetieni
exogennim PGF2a odpovidat zadoucim zptisobem (Abecia et al., 2012).

Jednou injekéni aplikaci PGF2a I1ze o¢ekavat prokazatelné projevy fije u zhruba
60 — 70 % osetfenych samic béhém 30 az 60 hodin (Edmondson et al., 2012).

Vzhledem k tomu, Ze nelze védét piesné v jaké fazi estralniho cyklu se skupina samic
praveé nachazi, aplikuji se dvé injekce PGF2a v rozmezi 9 — 11 dnd, kdy je pfedpoklad, Ze
vSechny samice budou v dobé druhé injekce v poloving lutealni faze a budou tak na
aplikovany hormon reagovat (Abecia et al., 2012).

Dlouhy protokol naopak navrhuji Fierro et Olivera-Muzante (2017). Dokladaji troven
uspésnosti pti aplikaci prostaglandinu v rozmezi 15 az 16 dni obdobou jako pii pouziti
progesteronu a eCG.

Pouziti prostaglandini k synchronizaci se doporucuje pouze u cyklujicich samic, tj.
V plodném obdobi, pfipadné na jeho zaCatku nebo konci. Moznym feSenim je navozeni

ovula¢ni aktivity béhem anestru pouzitim beraniho efektu, ptipadné melatoninu (Abecia et al.,
2012).

3.6 Metody inseminace

3.6.1 Intravaginalni

Intravaginalni inseminace se provadi zavedenim pipety do pochvy a deponaci
inseminaéni davky do nejhlubsi, kranialni, ¢asti pochvy. Inseminace se provadi bez poSevniho
zrcadla (Louda a kol., 2001; Faigl et al., 2012); v pfipadé¢, ze je pouzito pro lepsi viditelnost,
by zrcadlo mélo byt lubrikovano (Edmondson et al., 2012). Pii zavadéni inseminaéni pipety je
jeji Spicka mirné zvednuta smérem ke kosti kiizové, tak aby nebyla zavedena do uretry.

Inseminacni davka se umist'uje do horni ¢asti poSevni klenby (Louda a kol., 2001). Deponace
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co nejblize kr¢ku déloznimu je Zadouci, nebot maximalizuje miru uspéSnosti métenou
procentem zabieznuti (Edmondson et al., 2012).

Nejlepsich vysledkii se dosahuje pii pouziti Cerstvého nebo chlazeného semene
v objemu 0,2 ml. Davka by méla by obsahovat minimalné 400 x 10°¢ (ovce) a 300 x 10° (koza)
progresivné pohyblivych spermii (Faigl et al., 2012). Kukovics et al. (2011) uvadéji pocet 50
az 100 milionti spermii.

Vaginalni insemince je rychla a jednoduchd metoda pro vyuZiti v praxi, kterou pfi
pouziti Cerstvého nebo chlazeného semene lze docilit sice nizké, ale presto uspokojivé
procento zabtfeznuti. U ovci lze pouzitim Cerstvého semene pfi vaginalni inseminaci ocekéavat
20 — 60 % tspésnost v zabteznuti (Shipley et al., 2007).

Jeji nevyhodou je vSak vysoka spotieba semene a niz$i procento zabieznuti pfi pouziti
kryokonzervovaného semene jak u ovci z divodu nepriichodnosti délozniho krcku, tak u koz
z divodu $patné mrazitelnosti semene (Faigl et al., 2012). Napiiklad Richardson et al. (2012),
kteti porovnavali cervikalni a vaginalni inseminaci hormonélné¢ synchronizovanych ovei 57
hodin po vyjmuti progesteronovych pesarii rozmrazenym semenem v koncentraci 800 x 109,
ziskali ve své studii uspésnost pouhych 27,6 % zabiezlych.

Z dtivodu jednoduchosti a také z divodu legislativy omezujici pouziti laparoskopické
inseminace Vv severni Evropé, predevsim ve Svédsku a Norsku (Faigl et al., 2012), ale snahy o
praktické vyuziti vaginalni inseminace mrazenym semenem piesto existuji.

V Norsku se po sérii studii, béhem kterych se dosahovalo 50 % (Crilly et al., 2016) a
67,4 % (Paulenz et al., 2005) uspésného zabieznuti, se vaginalni inseminace ovci mrazenym
spermatem stala od roku 2002 doporu¢enou metodou umélé inseminace. V rozsahlé terénni
studii v roce 2008, béhem které bylo vaginaln¢ inseminovano zhruba 20 000 ovci v pfirozené
fiji davkou 200 x 10° rozmrazenych spermii, bylo procento nepiebehlych (non return rate
NRR) 67,3 % (Nordstoga et al., 2010).

Obdobna studie, ovSem ve vyrazné¢ mensim métitku, se uskutecnila ve Velké Britanii za
ucelem ovéfeni metody v tamnich podminkach. 20 ovci plemene Cheviot Mule bylo béhem
plodného obdobi inseminovano davkou 400 x 10°. Pocet zabtezlych ovci byl 10, potvrzujici
vysledky 50 % uspésného zabteznuti z Norska, které ovSem pochazely z polovi¢ni davky
spermii v insemina¢ni davce. Autofi jako mozny duvod poukazuji na plemennou rozdilnost
(Crilly et al., 2016).

Ve snaze aplikovat vySe zminénou metodu provedli Nordstoga et al. (2010) terénni
studii vaginalni inseminace mrazenym spermatem u Norské mlécné kozy. Inseminace 476 koz

byla provadéna chovateli v celkové davee 400 x 10° - u poloviny koz byla dadvka deponovéna

24



ve dvou pejetdch najednou, u druhé poloviny se vkladaly dvé pejety s 12 hodinovou
prodlevou. Jednordzova inseminace dvojitou davkou vedla k 64,3 % zabteznuti (NRR);

uspésnost zabfeznuti u dvoukrokové inseminace byla 62 %.

3.6.2 Intracervikalni

Intracervikalni, neboli vnitrokrékova insemince se provadi za pouziti poSevniho spekula
— zrcadel a svételného zdroje k identifikaci ektocervixu. Zrcadla se zavadi do pohlavniho
traktu do hloubky 10 — 13 cm. Insemina¢ni davka se deponuje do hloubky 5 — 12 mm (Faigl
et al., 2012) nebo az 20 mm do kanalku délozniho krcku, tj. za 1. nebo druhou 2. pfi¢nou fasu
(Louda a kol., 2001).

Pfi deponaci inseminacni davky je tieba dbat na to, aby se semeno nevracelo do pipety
nebo do pochvy, pfipadné aby se tak délo minimalné, nebot’ reflux semene vede k nizsi
efektivnosti, tedy fertilizaci (Alvarez et al., 2012). Zajimavé vysledky v tomto kontextu
nedavno prezentovali Macias et al. (2017) — navrhli novy typ nasady na inseminaéni pipetu
DARIO, ktera by méla reflux minimalizovat. Vysledky jejich praktického testu potvrzuji, ze
pii pouziti DARIO nasady se fertilita po cervikalni inseminace zlepSila 0 9,8 % (49,6 % vs.
59,4 %).

Inseminacni davka cerstvého semene by méla obsahovat 1 x 10 spermii. Pfi pouZiti
chlazenéno semene by pocet spermii m¢l byt 1,5-nasobek (Edmondson et al., 2012). Mira
zabfeznuti po intracervikéalni inseminaci Cerstvym nebo chlazenym semenem umoziuje jeji
pouziti pfi hormonalni synchronizaci fije. Idealni doba pro inseminaci je zhruba 55 hodin po
vyjmuti progesteronovych tampénd, nebo 15 — 17 hodin od nastupu zjisténé fije (Faigl et al.,
2012).

Pfi pouziti rozmrazené¢ho semene je inseminacni davka 0,2 ml s minimalnim poctem
200 x 10° motilnich spermii (Faigl et al., 2012). Cunat a kol. (2013) uvadgji jako optimalni
dobu pro uspéSnou inseminaci 56 — 59 hodin po ukoneni synchronizace pii objemu
inseminaéni davky 0,5 — 0,8 ml.

Miru zabtezavani u ovci lze ocekavat mezi 40 % az 80 % (Shipley et al., 2007). Vyssi
rozmezi potvrzuje Paulenz et al. (2005) s 75,4 %, ovSsem bez hormonalné synchronizované
fije. Cunat a kol. (2013) uvadgji rozmezi 17,65 % az 72,22 % s pramérem 51,49 % s dlouhym
synchronizaénim protokolem a v zéavislosti na plemeni. Je$té niz$i UspéSnost uvadeji

Richardson et al. (2012), a to 36,2 % zabteznuti.
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Lepsich vysledku v zabiezavani ovci v experimentélni studii docilili Horta et al. (2010)
po vaginalni aplikaci misoprostolu s turbetalin sulfatem 6 hodin pfed umélou inseminaci (60.7
% u vaginalni inseminace a 70,6 % u cervikalni inseminace).

Vzhledem k tomu, Ze anatomie délozniho kr¢ku kozy umoziuje lepsi pruchodnost
pipety, Ize intracervikalni metodou inseminace v podstaté dosahnout intrauterinni deponace
inseminacni davky a je tedy mnohem hojnéji vyuzivana (Faigl et al., 2012).

Inseminace se provadi v den fije a postup je podobny jako u ovci. S pomoci spekula se
vpravuje pipeta s insemina¢ni davkou o objemu 0,2 — 0,5 ml. S dobrou organizaci inseminace
Ize dosahnout 80 — 90 % biezosti po prvni inseminaci. Inseminace mrazenym spermatem
dosahuje Sirokého rozmezi UspéSnosti 15 % az 85 %. To je ovlivnéno mnoha faktory,
predev§im vSak rGznou urovni chovu a organizace inseminace a zejména pak metodikou
kratkodobé a dlouhodobé konzervace semene a tedy zachovani oplodnovaci schopnosti

spermii (Louda a kol., 2001).

3.6.3 Intrauterinni

Intrauterinni metoda inseminace spociva v deponovani inseminacni davky piimo do
délohy. Vnitrodélozni deponace umozituje pouZziti mensi davky semene. Klade téZ niZsi
naroky na pocet potiebnych spermii v davce, zatimco objem semenné davky zlstava stejny a
lze tak dosahnout piesnéjsiho fedéni (Faigl et al., 2012). Zaroven ma tato metoda
nejptiznive]si vysledky v zabiezavani pii pouziti rozmrazené¢ho spermatu. Zpusoby, kterymi
lze u ovci a koz doruéit insemina¢ni davku pies kréek délozni, jsou dva — laparoskopicky

nebo transcervikalné.

3.6.3.1 Laparoskopicka

Laparoskopicka inseminace je invazivni metoda inseminace, ktera se provadi za pouZziti
specialniho optického zafizeni zavadi insemina¢ni davka pies sténu bfisni pfimo do délozniho
rohu, tedy do mista bliZze k mistu oplodnéni (Edmondson et al., 2012).

Mezi jeji vyhody se tak fadi mira zabiezavani, nebot’ metoda obchazi problematickou
partii délozniho krcku a transport spermii pies n&j a lze tak dosahnout vyssiho procenta
oplodnéni nez u ostatnich metod inseminace, zejména pak rozmrazenym semenem (Faigl et
al., 2012; Casali et al., 2017).

Vzhledem k tomu, Ze se jedna o invazivni chirurgicky zakrok, laparoskopie tak s sebou
nese 1 fadu nevyhod a rizik. Kromé toho, ze invazivni zdkrok miize vést ke zranénim,

piipadné infekcim, anestezie a manipulace se zvifetem vedou ke stresu a negativné tak
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ovlivilyji efektivitu laparoskopie (McCappin et Murray, 2011). Zaroven metoda vzbuzuje
otazky v problematice Zivotni pohody zvitat — wellfare. V neposledni fadé vyzaduje vysokou
odbornou zptisobilost, je naro¢na na technické vybaveni a organizaci prace, ¢imzZ se stava i
ekonomicky naroénou (Shipley et al., 2007; Cunat a kol., 2013).

Laparoskopie se u vétsich hospodarskych zvirat casto provadi 10 mm laparaskopem se
sklonem zorného uhlu kamery 30°. U malych ptezvykavcl lze vSak efektivné vyuZzit
laparoskopy s pruimérem 5 — 6 mm s uhlem pohledu 0°.

Piestoze se u konvenc¢ni laparoskopie zavadi laparaskop do dutiny btisni v okoli pupku,
laparoskopickd inseminace je rychlejsi skrze vice kaudalné umisténé vstupni portaly pro
laparoskop a insemina¢ni sondu (Edmondson et al., 2012).

Z diivodu lepsi vizualizace vnitinich organu a pohyblivosti nastroji se dutina biisni
tésné pied vykonem napliuje CO. Veressovou jehlou. Feranti et al. (2013) téz zminuji — v
praxi pouZivanou — insuflaci okolnim vzduchem pfivadénym za pomoci ruéni pumpicky.

Pfed samotnym vykonem samice nedostava potravu po dobu 24 — 36 hodin (Shipley et
al., 2007). Luther (2008) uvéadi kratsi dobu vyhladovéni, a to 16 hodin. Omezeny je i pfistup
k vodé po dobu zhruba 12 hodin.

Samice jsou 15 — 30 minut pfed vykonem oOSetieny celkovou anestezii. Pro samotny
vykon jsou pak polohovéany do hibetni pozice; v ptipade pouziti laparoskopické klece, otaci se
tak, aby samice byla v pozici hlavou dol a v Uhlu 45°. VIna v oblasti 10 — 20 cm kranialné od
mlécné zlazy je oholena a oSetiena dezinfekci. V mistech zavedeni sond, 5 — 7 cm kranialné
od veminka a 3 — 4 cm lateraln¢ od ventralni medianni roviny, je aplikovana lokalni anestezie
(Shipley et al., 2007; Edmondson et al., 2012).

Po provedeni dvou fezii 6 — 10 mm se zavadi vodici trokary na laparoskop (vétSinou
vlevo), do druhého se zavadi inseminacni aplika¢ni pipeta. Po identifikovani d€lohy
laparoskopem se zavadi insemina¢ni davka, ktera je rozdélena do obou déloZnich rohd v
oblasti uterotubularniho spojeni (Cunat a kol., 2013; Ari et Oztirkler, 2017). Nicméng, davku
lze také aplikovat pouze do jednoho délozniho rohu — u ovci nebyl zaznamenan vyrazny
rozdil v procentu zabieznuti po inseminaci do jednoho vs. obou rohti (Perkins et al., 1996).

Po aplikaci inseminacni davky se vytdhne pipeta, nasledné laparoskop. Po deflaci se
vytahuji vodici trokary. Rany se seSivaji nebo sponkuji. Po zasahu je doporuc¢end lokalni a
celkova profylaktickd davka antibiotik, pfipadné protitetanové sérum. Inseminovand ovce
nebo koza by méla byt ponechana 1 az 2 hodiny v klidu odpocivat (Shipley et al., 2007;
Edmondson et al., 2012).
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Doba procedury se lisi podle zkuSenosti operatéra — pohybuje se primérné mezi 5 — 10
minutami (Luther, 2008). Velmi zkuSeny operatér ji dokdZe provést v rozmezi 1,5 az 5 minut
(Edmondson et al., 2012). S dobrou organizaci a zkuSenym tymem tak Ize touto metodou
inseminovat az 300 samic za den (Shipley et al., 2007).

V ramci pokust o zefektivnéni metody ve snaze minimalizovat tkanové trauma a
bakterialni kontaminaci nedavno testovali Silva-Meirelles et al. (2017) laparoskopickou
inseminaci prostfednictvim jednoho pfistupového portalu s pozitivnimi vysledky a
primérnym Casem inseminace 5,92 minut (Silva-Meirelles et al., 2017).

Idealni doba laparoskopické inseminace je 48 — 65 hodin po odejmuti progesteronového
zdroje (Luther, 2008; Faigl et al., 2012; Cunat a kol., 2013).

Inseminac¢ni davka jak beraniho, tak kozliho semene by méla obsahovat min.

20 — 50 x 10° progresivné motilnich spermii (Faigl et al., 2012; Luther, 2008).

Uspé&snost metody Ize o¢ekavat v primémém rozmezi 60 — 75 %. Pii pouZiti Cerstvého
semene se mira zabfeznuti pohybuje v rozmezi 70 — 100 % a pii pouziti rozmrazeného
semene v rozmezi 40 — 80 % (Shipley et al., 2007). Edmonson et al. (2012) uvadéji jak pro
Zerstvé, tak pro rozmraZené sperma rozmezi 20 — 90 % zabfeznuti. Cunat a kol. (2012)
uvadgji pii pouziti mrazeného spermatu v podminkach CR 59,8 % zabieznuti.

Uspé&snost laparoskopie, stejné jako ostatnich metod inseminace ovci a koz, je ovlivnéna
mnoha faktory — kvalitou semene (David et al., 2015), kondici (podle systému hodnoceni
bodového skére (BCS — Body Condition Score) bahnice nebo kozy (Fukui et al., 2010;
Slavova et al., 2015), obdobi v roce a zkusenosti a zru¢nosti technika-operatéra (Anel et al.,
2005).

Mezi dalsi faktory se ale fadi naptiklad i lokalita provedeni inseminace (pfimo na farmeé
vs. inseminacni centrum), mnozstvi eCG pouzitého pro synchronizaci fije (vyS$i mnoZzstvi
snizuje miru zabfeznuti), a mira manipulace s bahnicemi v obdobi 4 az 6 tydnd pied
provedenim laparoskopie (vice manipulace vede k hor§im vysledkim inseminace) (McCappin
et Murray, 2011).

3.6.3.2 Transcervikalni

Transcervikalni metoda insemince spociva v piekonani délozniho kréku a deponaci
inseminacni davky pipetou pfimo na kraj délohy. Vzhledem k anatomické stavbé dé€lozniho
kréku se predevsim u ovci (v mensi mife u koz) jednd o malo pouzivanou, ndro¢nou metodu,
vyzadujici vysokou odbornost insemina¢niho technika (Louda a kol., 2001; Casali et al.,
2017).
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Techniku transcervikalni inseminace u ovci, ktera spocivala ve fixaci délozniho krcku
klestémi a =zavedeni 17-gauge zakulacené jehly, pfipojené k inseminacni pipeté do
cervikalniho kanalu popsali jako prvni Fukui et Roberts (1977).

Pozdéji se zacal uplatiovat tzv. Guelph systém — technika, ve které je ovce ve hibetni
pozici a s koncetinami fixovanymi k sobé v upravené kleci, a pfi niz se do pochvy zavede
lubrikovany vaginoskop. Pies vaginoskop se zavadi svételny zdroj a dale chirurgické kleste,
jimiz technik pfichyti délozni kréek a posunuje ho kaudalné do pozice pftistupné
inseminac¢nimu nastroji. Druhou rukou pak penetruje insemina¢nim nastrojem délozni hrdlo.
Obéma rukama pak néasledné manipuluje jak déloznim hrdlem, tak insemina¢nim ndstrojem,
kterym se pokousi prekonat cervikalni fasy a proniknout do té€la délohy (Halbert et al., 1990;
Candappa et Bartlewski, 2011; Casali et al., 2017).

Halbert et al. (1990), autofi Guelph techniky, uvedli 50 % zabteznuti po intracervikalni
inseminaci Cerstvym semenem (400 x 10° spermii) a 68 % zabfeznuti po inseminaci
mraZzenym semenem (150 x 10%). Procento obahnéni bylo 55 % a 40 %. V kontrolni skupiné
provedli autofi 1 laparoskopickou inseminaci — vysledky byly 70 % zabieznuti a 68 %
obahnéni.

Obecné se procento zabtfeznuti ovci po transcervikalni inseminaci pohybuje mezi 40 —
70 % (Cerstvé semeno) a 30 — 70 % (mraZené semeno). Inseminacni davka v rozmezi 0,2 -0,5
ml by méla obsahovat min. 100 — 200 x 10° spermii. ZkuSeny a technicky zdatny inseminator
dokaze penetrovat délozni hrdlo az u 75 — 85 % ovci (Faigl et al., 2012).

U koz se transcervikalni inseminace provadi obdobnym zplisobem jako u ovci, nicméné
je jednodussi. Inseminacni pipeta by neméla pronikat do vétsi hloubky nez 38 mm, aby
nedoslo k perforaci dé€lozni stény. Insemina¢ni davka Cerstvého semene by méla obsahovat
150 x 10° pohyblivych spermii; rozmrazeného min. 200 x 10¢. Idealni doba inseminace je 49
az 65 hodin po vyjmuti progesteronovych pesari. Procento zabfeznuti se pohybuje mezi 50 %
az 85 % v zavislosti na zkuSenosti inseminatora, typu nastroje a kvalit¢ semene. Pouziti
cerstvého semene vede k vy$$imu procentu zabieznuti (Edmondson et al., 2012; Faigl et al.,
2012).

Mezi nevyhody metody se krom¢ narocnosti a niz$i miry uspeésnosti fadi i1 fakt, ze neni
vhodna pro inseminaci jehni¢ek. Krom¢ toho s sebou tato metoda inseminace nese vysSi
riziko cervikalniho poranéni a infekce (Faigl et al., 2012). V neposledni tad¢, Wulster-
Radcliffe et al. (2004) dokladaji, ze samotna manipulace katetru pies cervikalni kanal vede

K niz$i mife zabiezavani a naslednych porodi.
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I ptes jeji nevyhody se snahami metodu (resp. jeji vysledky) u ovcei vylepsit zabyvala
fada autort. Jednotlivé ndvrhy a feSeni zahrnovaly pouziti specializovanych inseminac¢nich
nastroji/katetrti ptizpiisobenych anatomii ov¢iho délozniho hrdla (Wulster-Radcliffe et al.,
2004; Alvarez et al., 2012), piipadné pouziti farmakologickych prostfedkii za uéelem
cervikalni dilatace.

Jako nadéjné se jevi pouziti k dilataci hrdla pouziti prostaglandinud E: a E:, které
indukuji cervikalni uvolnéni a umozily by tak lepSi priichodnost a deponaci inseminacni
davky.

Bartlewski et Candappa (2015) testovali pouZziti Cervidilu, poSevniho pesaru
obsahujiciho dinoproston (prostaglandin E:) pouzivany v humanni mediciné k piipraveé
dé€lozniho hrdla pied porodem. Pfi jeho pouziti dosahovala béhem transcervikalni inseminace
penetrace délozniho hrdla 82,5 % a doba potiebna k penetraci se pohybovala okolo 54 sekund
(pesar vnitrodélozné po dobu 12 hodin) a 38 sekund (pesar po dobu 24 hodin). Celkem 4 z 36
uspesné penetrovanych ovei béhem plodného obdobi zabtezly a nasledné se obahnily.

Nedavné vysledky vyzkumu embryotransferu u ovci a koz popisuji techniku manipulace
a fixaci d€lozniho hrdla skrz pochvu a katetrizaci s pomoci rektalni nebo vaginalni
manipulace jednim nebo dvéma prsty. Porovnani vysledkii pouziti této techniky
transcervikalni inseminace s ostatnimi metodami provedli Casali et al. (2017). Procento
oplodnéni pro metodu cervikdlni, transcervikalni a laparoskopickou byly 36,0 %, 42,3 % a
50,2 %. Kromé nizsiho procenta oplodnéni nez u laparoskopické byla transcervikalni metoda

NS 24

laparoskopicky).
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4 Zavér

Um¢éla inseminace je progresivni biotechnologickou metodou, kterou je z mnohych
divodli Zzaddouci vyuzivat v chovech malych piezvykavcl. I pfesto se tak déje pomérné
omezené, a to 1 v chovatelsky vyspélych zemich s vysokymi pocetnimi stavy, dobrou
infrastrukturou a organizaci chovii a je soustiedéno zejména na Slechténi.

Hlavnimi limitujicimi faktory umélé inseminace ovci a koz jsou morfologickd stavba
délozniho krcku, snizujici se kvalita spermii s postupem casu a dale snizena mrazitelnost
semene. Mezi dalSi podstatné faktory se fadi plemenna piislusnost, sezénni plodnost, zpisob
synchronizace fije, t€lesna kondice a faktor lidsky.

Metoda samotné inseminace zavisi na délce a zpisobu uchovani semene. Pfi pouziti
rozmrazeného spermatu je nejlepSich vysledkti dosahovano u laparoskopicky provedené
intrauterinni deponace inseminacni davky. Vyjimkou je relativné vysoké procento zabieznuti
u rozmrazeného semene deponovano vaginalné v Norsku. To je z velké casti pfi¢itano
plemenné piislusnosti tamnich ovci a koz.

Pro zlepsSeni vysledk umélé inseminace u ovci a koz se mnohé vyzkumy soustfedi na
zvyseni oplozovaci schopnosti rozmrazeného spermatu skrze rtizna slozeni fedidel a nalezeni
optimalniho mraziciho protokolu.

Z davodi legislativnich a ekologickych jsou také snahy minimalizovat vyuziti hormont
k manipulaci sezonni plodnosti a synchronizaci fije. Jako nadéjné se jevi ovliviiovani hladiny
melatoninu bud’ jeho exogennim dodénim, nebo upravenim svételného rezimu a pouziti
beraniho efektu.

V neposledni fadé¢ se vyzkum soustiedi na samotné metody inseminace, at uz
laparoskopické nebo transcervikalni, kde se jako pfinosné ukazuje pouziti dilataénich
prostiedki.

Radu vysledkt vyzkumii ve vy3e uvedenych oblastech je v3ak i pies uspokojivé zavéry

Vv laboratornich podminkach potieba do budoucna ovéfit v praxi a mistnich podminkach.
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