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Soucasny stav umélé inseminace v chovu ovci a koz

Souhrn

Cilem této bakalarské prace je poskytnout soupis aktualnich poznatkd zamérenych na
problematiku umélé inseminace v chovech ovci a koz. Uméld inseminace je jedna
z nejdllezitéjSich a nejstarsich biotechnologickych metod pouZivana u hospodarskych zvifat a
v soucasné dobé okrajové i u exotickych zvitat. Usp&$nost umélé inseminace viak ovliviiuje
mnoho faktor( jak vnitfnich, tak vnéjdich. Radime mezi né plemeno, pohlavni sezédnnost,
kondici, vék, frekvenci odbérd, zplsob vyvolani a synchronizace fije, dobu inseminace a
samotné jeji provedeni. Hlavnimi a zaroven limitujicimi faktory jsou predevsim oplozovaci
schopnost spermii berant a kozll po kryokonzervaci a vysoké naklady na laparoskopickou
inseminaci. Stavba pohlavniho apardtu u ovci a koz predstavuje sloZitou prekazku pro
rozmrazené semeno i inseminacni pipetu. Proto se metoda samotné inseminace odviji od
zpUsobu a doby skladovani inseminacni davky. Pro dosazeni pfijatelnych vysledk( zabrezavani
je laparoskopickd inseminace mrazenym spermatem nejlepsSim feSenim. Lze tak dosdahnout
40-80% uspésnosti. Jeji nevyhodou jsou vsak vysoké naklady a potfeba veterinarniho lékare
kvali celkové anestezii.

Uméla inseminace je velkym prfinosem. Presto je ale jeji pouZiti v praxi relativné
omezeno. Snahy nalézt feseni, jez by vedla ke zjednoduseni, a tak i rozSifeni umélé inseminace
za organizacné i ekonomicky vyhodnych podminek, jsou predmétem vyzkumu. Ty se soustiedi
zejména na zpusoby, jak poskytnout vyssi ochranu spermiim béhem kryokonzervace, na
zlepseni hodnoceni spermii pomoci automatizovanych pfistrojli, optimalizaci synchronizace
fije hormonalnimi i nehormonalnimi metodami, i metody inseminace samotné.

Klicova slova: laparoskopicka inseminace, hodnoceni semene, inseminacni davka



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 most important and oldest
biotechnological methods used in livestock and currently marginally in exotic animals.
However, the success of artificial insemination is influenced by many factors, internal and
external. These include the breed, sexual seasonality, condition, age, frequenci of semen
collection, method of induction and synchronization of oestrus, time of insemination and its
implementation. The main and limiting factors are, above all, the fertilizing ability of the sperm
of rams and goats after cryopreservation and high costs of laparoscopic insemination. The
construction of the genital tract of sheep and goats causes a difficult obstacle to overcome for
thawed sperm and insemination pipette. Therefore, the method of insemination itself
depends on the method and time of storage of the insemination dose. Laparoscopic
insemination with frozen semen is the best solution to achieve acceptable conception results.
Itis thus possible to achieve 40-80 % pregnancy. However, its disadvantages are the high costs
and the need for a veterinarian because of the general anesthesia.

Artificial insemination is a great benefit. Nevertheless, its use in practice is relatively
limited. Efforts to find solutions that would lead to simplification and thus the expansion of
artificial insemination under organizationally and economically advantageous conditions are
the subject of research. These focus mainly on ways to provide greater protection to sperm
during cryopreservation, to improve sperm evaluation using automated devices, optimization
of oestrus synchronization by hormonal and non-hormonal methods, as well as insemination
methods themselves.

Keywords: laparoscopic insemination, evaluation semen, insemination dose
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1 Uvod

Inseminace je jedna z nejdulezitéjSich biotechnologickych metod pouZivand u vsech
hospodarskych zvifat. BéZné se uplatriuje v chovatelské praxi pro zefektivnéni reprodukce,
ale i pro zachovani genovych rezerv.

Ovce a kozy patfi k nejstarSim druh(im zvifat chovanych ve svété. Lze je chovat témér ve
vSech klimatickych a vyrobnich podminkach. V sou¢asné dobé spociva vyznam chovu ovci
v jejich mnohostranné uZitkovosti. Uméla inseminace se u nich vSak pouzivd pomérné malo
v porovnani s chovy prasat a skotu. Hlavnim ddvodem malého vyuZiti umélé inseminace
vjejich chovu je nizkd UspésSnost zabreznuti, kterd je spojena se zvlaStnostmi jejich
reprodukce.

PfedevSim nizka uspésnost kryokonzervace beraniho a kozliho ejakuldtu je hlavnim
problémem v umélé inseminaci ovci a koz. Dal$Sim problémem je stavba reprodukéniho traktu
samic i sezdénni pohlavni aktivita a nevyrazné projevy fije.

Pravé pro své vyhody je vSak pouZiti umélé inseminace Zadouci. Zefektivnéni
a optimalizace nejen metod kryokonzervace semene, synchronizace fije, inseminace samotné,
ale i zootechnickych opatfeni a organizace, jsou predmétem vyzkuma a snah rozsifit vyuZziti
umélé inseminace v praxi.



2 Cil prace

Inseminace u malych preZvykavcli se vyuZivd jen velmi omezené. Proto vSechny
informace, které povedou k charakteristice souasného stavu a aktualnim trendiim, mohou
prispét k potencidlnimu rozvoji tohoto odvétvi. Cilem je soupis aktudlnich poznatk( tématicky
zamérenych na soucasny stav inseminace v chovu malych prezvykavc(.



3 Literarni reSerse
3.1 Historie a vyznam umeélé inseminace v chovu ovci a koz

Uméla inseminace (Al) je prvni velkd biotechnologickd metoda pouzivana ke zlepseni
reprodukce a genetiky hospodarskych zvirat. Ma svétovy vyznam u mnoha druhd, zejména u
mlécéného skotu. Vyuziti Al na celém svété poskytlo podnét k vyvoji dalSich technologii, jako je
kryokonzervace, sexovani spermatu, regulace estralniho cyklu, odbér embryi,
jejich zmrazovani, kultivace, prenos a klonovani (Foote 2002). Pravé Al a pfenos embryi hraji
dllezitou roli ve zlepSeni genetického zaloZeni ovéich stad (Candappa & Bartlewski 2011).
Podle Varika (2002) Ize semenem jednoho berana inseminovat velky pocet ovci — 16 az 18 tisic,
a tudiz je velmi ucinnym prostfedkem k rychlému vyuzZiti jejich vynikajicich uzitkovych
vlastnosti. Z pohledu veterinarné-hygienického je vhodnd hlavné kvlli snizeni pfenosu
nemoci. Také snizuje riziko stresu, které by vzniklo pfi presunu do nového prostredi. Zaroven
se vinseminaci pouZivaji jen provérené davky, které musi byt kompletné zhodnoceny.

| kdyZ se Al zacala postupné rozsifovat za¢atkem minulého stoleti, nejvétsi rozvoj nastal
po druhé svétové vdlce, kdy se zacaly intenzivné studovat otdzky dlouhodobé konzervace
spermii. Vyuziti glycerinu v kryokonzervaci a zavedeni biologickych kontejner( pro uchovani
inseminacnich ddvek v tekutém dusiku vyznamné ovlivnilo Slechtitelsky pokrok,
zvlasté v chovu skotu (Kulovana 2002).

Prvni inseminace u ovci byly provedeny v Rusku. V Evropé byla inseminace vyuZzivana
u ovci prevdiné ve Francii. Ackoliv zavedeni laparoskopie pro nitrodélozni inseminaci ovci
na pocatku 80. let mélo za nasledek stalé zvySovani poctu bahnic, jejich pocet dle Gordona
(2017) i pres to, z(stdva stale maly.

V soucasnosti jsou v chovu ovci biotechnologie vyuZivany okrajové. Za hlavni divod lze
povazovat snizeni stavil chovanych zvitat. V Ceské republice (CR) neni realiza¢ni tym, ktery by
mohl poZzadavky chovatell ovci a koz v provoznich podminkach uspokojivé zvladnout oproti
vyspélym chovatelskym zemim, kde je problematika reprodukce se zamérenim na Slechténi
intenzivné fedena (Cundat 2013). Pravé proto se neddvny vyvoj umélé inseminace zaméfil
na zachovani vitality ¢erstvych a zmrazenych spermii, zlepSenim sloZeni rfedidel a zménou
protokold chlazeni/zmrazovéani. Druhym hlavnim problémem je vyvoj minimalné invazivni
techniky pro spravné ukladani ¢erstvého nebo zmrazeného spermatu (Cseh et al. 2012).

Ve vétSiné zemi se nevyuZiva inseminace v chovu dojenych ovci. Jsou viak vyjimky,
kde existuji propracované slechtitelské programy s vyuzitim inseminace v téchto chovech.
Pouziva se Cerstvé semeno. Zmrazené semeno neni vyuzivano. Francie uvadi, Ze ma zavedené
genomické plemenné hodnoty u dojenych plemen ovci vyuZivané pro rutinni Slechtitelskou
praxi. Nejrozsahlejsi Slechtitelsky program s vyuzitim inseminace a testace je praveé ve Francii
(Bucek et al. 2020).

Jak je popsdno v jedné Francouzské zpravé, uméla inseminace u koz se ve znacné mire
provadi od poloviny 80. let (Gordon 2017) a dle Loudy et al. (2001) je pravé inseminace koz
v soucasné dobé dosti rozsifena, protoze ubyva chovatel(, ktefi jsou ochotni chovat kozla.
Soustredénim kozIG do inseminacnich stanic se také vylucuje neplodnost, ktera je v prirozené
plemenitbé znacné vysoka a presahuje az 30 %.

Momentalné je pfirozena plemenitba v CR nejrozsifenéjsim zplisobem zapousténi bahnic
a koz, vyuzivanad predevsim v méné pocetnych chovech. Divodem je jednoduchost,
nenarocnost, nizkd pofizovaci cena plemenného berana a vysoka Uspésnost zabrezavani.
Podle Bucka et al. (2014) bylo zafazeno do plemenitby nejvice beranli s masnou uzZitkovosti
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v roce 2013. Zaroven publikuji idaje o zvySujicim se poctu oplodnéni u koz v roce 2013 oproti
roku 2012. V roce 2015 pokracoval celkovy narlst pocetnich stavd ovci a podle Ceského
statistického Ustavu (CSU) se v Ceské republice chovalo 232 tisic ovci. Se zvy3ujicimi se stavy
ovci dochazi k nartstu poctu plemennych beran( k plemenitbé z 898 v roce 2003 na 1413 v
roce 2014.

Podle Filipénika & Pesana (2020) se pti umélé inseminaci dosahuje v priméru podstatné
nizsi hodnoty zabrezavani, oproti pfirozené plemenitbé, ale diky inseminaci dokdazeme urychlit
geneticky zisk, zlepsit evidenci a kontrolu zdravi zvitat, chovat mensi mnozstvi samcich jedinct
a po synchronizaci fije také situovat porody do Zadouciho obdobi. Cunat et al. (2013) uvadéji,
Ze zabrezdvani po inseminaci Cerstvym nebo zmrazenym spermatem po synchronizované

Vvses

3.2 Biologické predpoklady reprodukce

3.2.1 Ovce a kozy

U ovci je plodnost vyjadrena poctem ovulovanych vajicek, potem narozenych jehnat,
materskymi schopnostmi a po¢tem odchovanych jehfat za ¢asovou jednotku (Vanék 2002).
Toto je ovlivnéno rlznymi faktory, jako je prostredi, vék, plemeno, délka denniho svétla,
relativni vihkost vzduchu a teplota (Mert et al. 2009). Dobson et al. (2012) také uvadéji, ze pro
ucinnou reprodukci by folikuly mély ve vajecnicich rist pfimérenou rychlosti, musi nastat
ovulace a je tfeba produkovat hormony.

Ovce dosahuji puberty ve véku okolo sedmi mésicl, samotny fijovy cyklus trva 16-17
dni a ovulace nastava asi za den a pll po zacatku fije. Zacatek fijového obdobi je ovlivnén
délkou svételného dne a dostavuje se ke konci léta a na podzim (Cibulka et al. 2004),
coz ve své praci dokladaji i Amiridis & Cseh (2012), ktefi uvadéji, Ze ovce jsou sezdnni zvitata
a tato jejich prirozena vlastnost brani jejich celoro¢ni reprodukci. Délka bfezosti se pohybuje
v rozmezi 143 az 157 dni.

Kozy maji stejné jako ovce sezénni pohlavni aktivitu. Rije se dostavuje v obdobi srpen
(zari) az prosinec. Délka fijového cyklu je primérné 21 dni (18—24 dni) (Kulovana 2002) a je
velmi variabilni. Samotna fije trva 24 az 48 hodin v zavislosti na véku, plemeni, roénim obdobi
a pritomnosti kozla (Fatet et al. 2011). Ddvila et al. (2018) ve svém ¢lanku publikuji, Ze pokud
jsou kozy chovany v zemépisnych Sirkach vzdalenéjsich od rovniku, je jejich rozmnoZovaci
obdobi kratsi.

3.2.2 Berani a kozli

U beranl a kozll je plodnost vyjadiena pohlavni aktivitou, kvalitativnimi
a kvantitativnimi ukazateli semene (Vanék 2002).

Samci reprodukéni systém u malych prezvykavcl zahrnuje dvojici extraabdominalnich
varlat zavésenych v Sourku, ktery je pokryt jemnym ochlupenim, ddle soubéznym trubicovitym
systémem, fibroelastickym penisem a dopliikovymi pohlavnimi Zldzami (Sathe & Shipley
2014). U beran( varlata dosahuji délky 10 cm a hmotnosti 400-600 g. Na né navazuji
nadvarlata, ve kterych se spermie shromazduji a funkéne dozravaiji. Jejich stavbu mizeme
vidét na obrazku ¢. 1.
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Soucdsti stény semenotvornych kanalkd varlete jsou i Sertoliho bunky. Tyto bunky maji
mechanicky podplrnou funkci pro vyvijejici se spermie a vylucuji do stfedu kandlku sekret,
jehoz sloZeni podporuje vyvoj spermii (Cibulka et al. 2004). Ve vmezefeném vazivu
se nachazeji buriky — Leydigovy, které syntetizuji testosteron. Na tvorbé semene se kromé
vlastnich spermii podileji jeSté pfidatné pohlavni ZIazy. Jejich sekrety tvofi pfirozené fedidlo
spermii, vyzivu a upravuji prostfedi béhem jejich prichodu mocovou trubici a pohlavnim
Ustrojim samice. Patfi sem méchyrkovitd Zlaza, predstojna Zlaza a bulbouretralni Zlaza
(Marvan 1992).

3.3 Samci ejakulat, jeho odbér, kvalita a konzervace

Semeno, material, ktery je emitovan z penisu pfi ejakulaci, zahrnuje bunéénou slozku,
tedy spermie a kapalnou fazi-semennou plazmu (Setchell 2014).

Hodnoceni a zpracovani odebraného ejakuldatu provadi laborant specialista ve
specializované laboratofi, ktera musi byt vybavena proti pronikani pfimého slunec¢niho svétla.
Zakladni vysetteni ejakulatu musi byt zahdjeno do 10 minut po odbéru (Louda et al. 2001).

3.3.1 Metody odbéru

Odbér spermatu pro kryokonzervaci je klicovym krokem pro program ochrany malych
prezvykavcl (Jiménez-Rabadan et al. 2016). Provadi se na pripoustédle rlzné konstrukce
a jako objekty se pouZzivaji starsi ovce, které nemusi byt v fiji nebo berani, poptipadé rlzné
fantomy. Samotné sperma se odebira do umélé pochvy o délce 20 cm, prlimér pét centimetru
(Vanék 2002). Uméla pochva se opatti sbéracem a savym papirem (k zachyceni povrchovych
necistot) a umisti se do termostatu. Pfed pouzitim se uméld vagina vymaZe vazelinou
a dofoukne se mezi stény vzduch.
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Odbér se mlZe provadét i elektroejakulaci (EE). Prvni pFistroj pro odbér pomoci EE byl
sestrojen Gunnem (1936) a od té doby byl zna¢né zdokonalen. Zaklad tvofi bipolarni elektroda,
ktera se zavadi do rekta do hloubky asi 150-200 mm a fixuje se nad semennymi vacky. Ma tvar
duté trubice z izola¢niho materidlu délky asi 400 mm a na konci vychazeji elektrody v délce
100 mm (Louda a kol. 2001).

Jiménez-Rabadan et al. (2016) ve své studii odebrali vzorky spermatu pomoci umélé
pochvy a elektroejakulaci. Dale sperma kryokonzervovali podle standardniho protokolu,
rozmrazili a hodnotili pohyblivost pomoci CASA. Stabilitu membrany, Zivotaschopnost
a mitochondrialni aktivitu hodnotili pratokovou cytometrii. Vysledkem byl dlikaz, Ze metody
odbéru ovliviiuji negativné kvalitu spermatu po rozmrazeni u kozl(, nikoliv vSak u beran(. Tim
padem byla u kozl( pohyblivost spermii odebranych pomoci umélé vaginy po rozmrazeni vyssi
ve srovnani se vzorky odebrané elektroejakulaci. Tyto vysledky naznacuji, Ze berani a kozli
spermie jinak reaguji na proces kryokonzervace v zdvislosti na pouZité metodé odbéru.
To mUze byt zplsobeno rozdilnym sloZzenim ejakulatu berana a kozla, kdy u berana je vyssi
mnozstvi proteinld ve spermatu spojeno s imunitnimi ochrannymi a kapacitnimi aktivitami,
zatimco u kozla je vétsSi mnozZstvi proteinl spojeno s inhibici kapacitace spermii (Zhu et al.
2020). Podle Leboeuf et al. (2003) je sperma u kozl( odebirdno prevainé pomoci umélé
pochvy, jelikoz odbér pomoci elektroejakulace poskytuje sice vétSi objem ejakulatu,
ale zaroven nizsi koncentraci spermii a neovliviiuje pohyblivost. Podle Sathe & Shipley (2014)
je v ejakulatu odebraném pomoci elektroejakulace vyssi koncentrace sodiku a drasliku. Lukusa
& Kabuba (2020) také zkoumali vliv odbéru na kvalitu rozmrazeného ejakuldtu u koz plemene
Saneen a zjistili, Ze primérné hodnoty objemu ejakuldtu, pH, koncentrace a Zivotaschopnost
spermii byly vyznamné vyssi u vzorku odebraného pomoci umélé vaginy nez u EE. | celkova
pohyblivost byla vys$si u spermatu odebraného pomoci umélé vaginy. Na druhé strané byly
primérné hodnoty rychlosti a neprogresivni motility vyssi u vzorkll odebrané pomoci
elektroejakulace. Také zminuji, Ze sperma vykazovalo lepsi hodnoty, kdyz bylo ziskdno umélou
pochvou a nasledné pomalu zchlazeno a poté kryokonzervovano. Sperma s vyssi hodnotou
krivocaré pohyblivosti a linearni rychlosti ziskané odbérem do umélé vaginy je odolnéjsi vici
kryo-poranénim nez spermie ziskané elektroejakulaci.

3.3.2 Metody hodnoceni

3.3.2.1 Makroskopické hodnoceni spermatu

Hodnoceni by mélo byt provedené okamzité po odbéru. Barva semene, zapach a vzhled
by nemél byt ignorovan, jelikoZ mohou poskytnout cenné informace (Sathe & Shipley 2014).

3.3.2.1.1 Barva

Sperma je obvykle krémovéjsi. Zredéné vzorky s nizkou koncentraci mohou vypadat
vodnaté a Sedé. Obcas mUlzZe byt vzorek kontaminovan moci, kterda mu da charakteristicky
zapach. Hemospermie muze zpUsobit, Ze se sperma bude zdat rlUzové nebo cervené,
zatimco semenna vaskulitida maze vést k vlo¢kovitym shluklim hnisavého materiall (Sathe &
Shipley 2014). Barva se mlze ménit v zavislosti na zméné rocniho obdobi. Podle Farooq T Juma
(2009), ktery délal vyzkum vlivu sezénnich vykyv( na fyzikalni a biochemické vlastnosti
spermatu od plemene ovci Hamdni v Erbilské oblasti, je barva v I1été a na jare lepsi, zatimco na
podzim a v zimé je ridka. Posuzuje se na okraji sbérace v dopadajicim svétle nebo ve zkumavce
(Gamcik & Kozumplik 1992).
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3.3.2.1.2 Objem

Setchell & Brian (2014) uvadéji, Ze ejakuladt berana ma objem od 0,5 do 2 ml. Hustota
je podstatné vyssi nez u byka a pohybuje se od dvou do péti miliard spermii v jednom mililitru.
Objem ejakulatu se vyznamné lisi mezi druhy (Lorton 2014). Urcuje se v kalibra¢ni nadobce,
ale vhodnéjsi je vazeni pfimo v plastovém sbéraci (Gamcik & Kozumplik 1992).

3.3.2.1.3 Pach

Pach je mdlo vyrazny a pfipomind pach viny (Louda et al. 2001). Zména pachu
upozoriuje na zménu kvality ejakuldtu, coZz souvisi nejcastéji s vétSim mnozZstvim cizich
primési, konkrétné moc, hnis ¢i krev. Hnilobny zdpach poukazuje na chronické zanéty varlat
nebo pridatnych pohlavnich Zlaz. Pach ejakuldtu muize ovliviiovat i krmivo (Gamdcik &
Kozumplik 1992).

3.3.2.2 Mikroskopické hodnoceni spermatu

Mikroskopické hodnoceni by mélo byt provedeno k posouzeni motility spermii,
morfologie a ke zjisténi pritomnosti bilych krvinek. Bilé krvinky indikuji infekci ¢asto Brucella
ovis, ktera zpUsobuje epididymitidu u starSich beran(. U mladych berand pfitomnost bilych
krvinek naznacuje infekci Actinobacillus spp. nebo Histophilus spp. (Sathe & Shipley 2014).
Déle mazZeme mikroskopicky hodnotit koncentraci ¢i pH ejakuldtu.

3.3.2.2.1 Koncentrace

Koncentrace spermii se mlze urcit odhadem, kdy se na sklicko kdpne kapka spermatu
a nasledné podle prostorového usporadani spermii a jejich vzajemné vzddlenosti se provede
subjektivni hodnoceni (Louda et al. 2001). Postup je takovy: 0,01 ml nefedéného ejakulatu se
nanese na podloZni sklicko a prikryje sklickem krycim. Semeno se vySetfuje pfi 300 az
500nasobném zvétseni. Uprostfed jamky hodnotime tmavost vin a na okraji pozorujeme
hustotu uloZeni jednotlivych spermii (Gamcik & Kozumplik 1992).

Dale se koncentrace spermii urcuje haemocytometry. Haemocytometr byl klasicky
,,Zlatym standardem” pro hodnoceni koncentrace spermii. A¢koliv existuji variace v zavislosti
na vyrobci, tato komora se obvykle sklada ze sklicka se dvéma mfizkami presnych rozméru. Na
podpéru kolejnic se polozi kryci sklicko, ¢imz se v kazdé mfizce vytvofi komora konkrétniho
objemu. Po naplnéni kazdé komory zfedénym nebo Cistym vzorkem spermatu se pozoruje
komora pomoci standardniho mikroskopu a ru¢né se pocitaji spermie v mfizkach (Lorton
2014). Jha et al. (2018) ve své studii vypocitali koncentraci spermii pomoci haemocytometru
(Neubauerova pocitaci komora), pricemz vzorek naredili pufrovanym solnym roztokem
formolu v poméru 1:200 a sledovali pod mikroskopem (400x). Priklady rGznych druhd
haemocytometrll miZeme vidét na obrazku €. 2.
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Neubaueriv
heamatocytometr Haematocytometr

Thoma

Obrazek €. 2 Neubauerlv haematocytometr, Burkerova pocitaci komUrka a haematocytometr
Thoma
Zdroj: Brito et al. 2016

Koncentrace spermii se da stanovit i fotometricky. Ejakulat vytvari v izotonickém
roztoku (fyziologicky roztok nebo citrat sodny) zakal, kterého stupen odpovida hustoté spermii
(Gamcik & Kozumplik 1992). Analyza pomoci spektrofotometrd je rychla a vyZzaduje malé
mnozstvi vzorku. Vybaveni a spotfebni matrial jsou relativné levné. Z téchto ddvodl je
spektrofotometrie nejbéznéjsi metodou hodnoceni koncentrace ejakulatu (Brito et al. 2016).
Obrazek €. 3 ndm ukazuje priklad spektrofotometru.

Ventilacni
otvory

Oteviraci
zasuvka

Obrazek €. 3 Spektrofotometr APD UV-Vis SpectBT
Zdroj: Poh et al. 2021

Minimalni koncentrace v Cerstvém berannim ejakuldtu musi byt 2 miliardy v1 ml
a Cerstvy kozli ejakuldt ma mit koncentraci 0,7-5 miliard v 1 ml. Pro inseminaci musi mit vSak
kozli ejakulat nejméné 0,7 miliard v 1 ml (Louda et al. 2001).
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3.3.2.2.2 Motilita

Pohyblivost spermii je ovlivnéna mnoha aspekty, naptiklad fedidlem, vybavenim,
prostatickou tekutinou, pH, ionty. Nejdllezitéjsi je vSak teplota. Nejvhodnéjsi k posouzeni
pohyblivosti je pouZiti mikroskopie s fazovym kontrastem. Mala kapka ¢erstvého, nefedéného
spermatu se umisti na predehraté sklicko (37 °C) bez kryciho sklicka a vinovy pohyb
je pozorovan pomoci objektivu s 10x fazovym kontrastem (zvétSeni 10x100) (Sathe et al.
2014), tento postup pouZil ve své préci i Rodriguez-Martinez (2014). Jha et al. (2018)
pozorovali pohyblivost spermii umisténim kapky (5ul) ¢erstvého spermatu na podloZni sklicko
a s pouzitim kryciho sklicka pod mikroskopem (100x).

Progresivni pohyb jednotlivych spermii Ize vyhodnotit zftedénim cerstvé kapky semene
kapkou predehratého fosfatu pufrovaného fyziologickym roztokem. Spermie vystavené
chladovému nebo chemickému Soku mohou ¢asto vykazovat kruhovy nebo zpétny pohyb
(Sathe & Shipley 2014). Mezi nefyziologické druhy pohybu patti: nepohyblivost, pohyb okolo
hlavicky, zpétny pohyb, trhavy pohyb, kolisavy pohyb (Gamcik & Kozumplik 1992).

3.3.2.2.3 Morfologie

Cilem hodnoceni morfologie spermatu neni jen identifikovat normalni
nebo abnormalni spermie, ale také zaradit tyto abnormality do rliznych kategorii. Dfive byly
morfologické abnormality klasifikovany do tfi skupin podle plvodu vzniku. Ty mizeme délit
na ,,primdarni“ (vznikaji pfi spermatogenezi), sem patfi napfiklad zmény tvaru hlavicky
(hruskovita, vejcovitd, citronovitd), zmény v nukleoplazmé, zmény na akrozomu, tvarové
zmény na mitochondridlnim oddilu bi¢iku a vyvojové anomdlie. ,,Sekundarni“ abnormality
(vznikajici pfi délsim pobytu v saméim reprodukénim traktu), jsou zmény hlavicky, uvolnéni ¢i
roztrhdni akrozomu, dvojité formy spermii, roztrhany bi¢ik a nezralé formy (Gamcik &
Kozumplik 1992). A nakonec ,,tercidlni” abnormality (vyskytujici se po ejakulaci). Dnes, podle
Kaya et al. (2014) se abnormality klasifikuji podle miry dopadu na muzskou plodnost tj. ,,hlavni
vady“, které maji velky nepfiznivy vliv nebo ,,malé vady“, které maji mensi ucinek na muzskou
plodnost. Lorton (2014) ale uvadi, Ze je ¢asto nemozné zaradit konkrétni vadu. Obvykle neni
zndm ani plvod vady, jeho vyznam je nejasny, anebo spermie vykazuji vice nez jednu vadu.
Pak mUze byt jednodussi klasifikace tato: abnormalni hlava, abnormalni akrozom, abnormalni
ocas, proximalni cytoplazmatické kapky, distalni cytoplazmatické kapky a samoziejmé
,hormalni“. Bez ohledu na pouziti klasifikacniho systému jsou tolerovany celkové
morfologické abnormality v ejakuldtu do 15-20 %.

Morfologii miZzeme hodnotit fazovym mikroskopem. Optika fazového mikroskopu
upravuje svételné viny dopadajici a obklopujici sledované objekty, aby se vytvofil dalsi
kontrast vzorku bez pouziti biologickych skrvn. Vysledkem je zvySena schopnost uzivatele vidét
objekty a rozliSovat detaily. Mikroskopie s rdznym interferen¢nim kontrastem (DIC) je dalsi
technikou pouZivanou ke zvyseni kontrastu objektll pomoci svételného mikroskopu. DIC
poskytuje vzhled 3D struktury prohlizenych objektld (Lorton 2014). Novéjsi metodou
hodnoceni morfologie a morfometrie spermii je pomoci SCA® analyzatoru, ktery umoziuje
automatickou analyzu vzork(. Tento analyzator soucasné vyhodnocuje rozméry akrozomu,
hlavy, stfedni casti, ocasu a pritomnost vakuol. Spermie zaznamenava jako normalni ¢i
abnormalni podle stanovenych kritérii. Zaroven je kompatibilni s nékterymi barveni jako je
napriklad Diff-Quik, SpermBlue. SCA® je efektivni a uzivatelsky pfivétivy nastroj pro vyzkum,
ktery umoznuje implementaci nové terminologie a odhad(i v morfologii spermii (Microptic S.L.
2021).
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Pfi morfologickém hodnoceni se pouzivaji mikroskopy se zvétSenim 1000-1500x
(Gamcik & Kozumplik 1992).

3.3.2.2.4 PH ejakulatu

Koncentrace vodikovych iontl-pH se nejéastéji urcuje indikdatorovym papirkem
s potfebnym barevnym rozpétim, anebo pH metrem s mikroelektrodami (Gamcik & Kozumplik
1992). PH ejakulatu berana se pohybuje v rozpéti 6,4—7,2, u kozla 6,2—-7,5 (Louda et al. 2001)
a pfimo zdavisi na hustoté semene.

3.3.2.3 Fluorescencni mikroskopie

Fluorescencni mikroskopie se pouziva pfi morfologickém vysetfovani, diferencialnim
barveni Zivych a mrtvych spermii, cytologickém vySetfeni a pfi studiu pohybové aktivity
spermii v samicich pohlavnich Ustrojich (Gamcik & Kozumplik 1992).

Vyuzivd toho, Ze buriky, které jsou predmétem zajmu, fluoreskuiji, tj. musi byt schopné
absorbovat energetické kvantum foton(i a uvolfovat energii emisi svétla, respektive
fluorescenci. Fluorescence je emise svétla, ke které dochazi v nanosekundach. Dochazi k
filtraci svétla s kratkou vinovou délkou za ucelem vizualizace svétla s dlouhou vinovou délkou.
Dulezity faktor ovliviujici funkénost fluorescenéni mikroskopie je tzv. Stokes(v posun, coz je
rozdil mezi vinovymi délkami emisniho a excita¢niho maxima. Stokestv posun urcuje silu
fluorescence pro tzv. fluorofory, dobu fluorescence a intenzitu fluorescenéniho signdlu, ktery
Ize z fluoroforu ziskat. Na zakladé této skutecnosti volime vhodna fluorescencni barviva
(Sanderson et al. 2014). Zakladni fluorescenéni mikroskop je béZznym ndstrojem modernich
bunécnych biologl. V tomto pfistroji rovnobéiny paprsek svétla soucasné osvétluje cely
vzorek (nebo Siroké zorné pole). Tradicné je excitacni svétlo zajiSténo vysokotlakym Zarem
rtuti nebo xenonu a pozadované vinové délky jsou vybirany pomoci vlastnich optickych filtr(.
Naproti tomu laserové skenovaci mikroskopy osvétluji v kazdém okamziku pouze maly bod
vzorku a laserovy paprsek proto musi skenovat pres vzorek, aby vytvofil obraz. Novym
pristupem k excitaénimu svétlu, ktery je rychle pfijat, je pouziti jasnych jednovinnych diod
vyzarujicich svétlo (LED). LED diody maji vyhody dlouhé Zivotnosti, rychlého spinani
a presného ovladani vinové délky. Pro rGzné indikatory muize byt vyZzadovano vice LED diod.
Rtutové/xenonové Zarovky mohou byt také nahrazeny dlouhodobéjsimi systémy
halogenidovych lamp s vlakny (Sanderson et al. 2014).

Fluorescencni metoda umozinuje dobfe rozlisSit spermie s morfologickymi
malformacemi. Znazoriuje i velmi jemné zfaseni nebo napuceni cytoplazmatickych membran
a citlivé diferencuje zmény na mitochondridlnim oddilu. Natér se obarvi vroztoku
fluorochromu po dobu 5 minut, oplachne destilovanou vodou a osusi. Nejkontrasnéjsi je
fluorescence s promulinem, kdy spermie fluoreskuje bile na ¢erném pozadi. V prepardtu se
posuzuje alesponi 100 spermii fluorescenénim mikroskopem s pouzitim imerzniho eleje pfi
zvétSeni nejméné 1000x (Gamcik & Kozumplik 1992). Vysledna fluorescence ve vzorku je
pozorovana okem nebo zachycena elektronicky. Jednoduchost Sirokouhlé mikroskopie
spociva v tom, Ze vSechny ¢asti vzorku jsou zobrazeny soucasné a obraz lze snadno zachytit
kamerou. Tato jednoduchost ve spojeni s omezenou optikou a nevyhnutelnou projekci
zaostritelného svétla na rovinu jediného obrazu kamery, vSak mize mit za nasledek obrazy s
nizkym kontrastem a prostorovym rozliSenim. Nicméné, Sirokouhly fluorescencéni mikroskop
se béziné pouziva. Kli¢ k jeho UuspésSnému pouziti spociva ve vybéru vzorku (Sanderson et al.
2014).
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3.3.2.4 Pratokova cytometrie

Pritokova cytometrie je moderni metoda analyzy rGznych typ( bunék, véetné spermii.
Jednad se o metodu zaloZenou na méreni kvalitativnich vlastnosti (Korkmaz 2020). Jejim
principem je hodnoceni spermatu pomoci rozptylu svétla a fluorescence a nasledné hodnoceni
vysledk( v analytickém softwaru, kterd déld objektivni posouzeni. Pfi hodnoceni kvality
ejakulatu se hodnoti pouze jeden nebo dva ukazatele a nelze objektivné urcit, zda jsou spermie
schopné oplodnit vajicko, jelikoZz poskozeni miZze byt v jiné Casti spermii. Z tohoto dlivodu
multiparametricka analyza hraje velmi duleZitou roli (Dolnik et al. 2019). Hlavni vyhoda
odhaleni fluorescence pomoci pritokové cytometrie spocivda v mozZnosti provést velké
mnozstvi méreni v testovaném vzorku objektivnim, rychlym a reprodukovatelnym zplsobem.
Soucasny ndazor je také ten, Ze prutokova cytometrie je citlivéjsSi nez fluorescencni
mikroskopie, pfinejmensim kdyZ se pfi detekci fluorescence spoléhd na lidské oko. Kromé toho
je doba pozorovani pti fluorescenéni mikroskopii nutné delsi nez pfi pritokové cytometrii,
coz muzZe vést k zanedbani ¢asti pozitivnich bunék. Na druhou stranu velkou nevyhodou
pratokové cytometrie je skutecnost, Ze nemulzie pfimo rozpoznat emitujici struktury
fluorescence narozdil od fluorescenéni mikroskopie (Muratori et al. 2008). Rutinni pouziti
pratokové cytometrie je omezeno relativné vysokymi naklady na vybaveni, potrebou
kvalifikovaného pracovnika a slozitosti metod, kterymi se pfipravuji vzorky a hodnoti data.
Dnes je tato metoda pouzivana spiSe pro vyzkumné ucely ¢i ovéreni spravnosti jinych metod.
| pfes to se pouziti této metody pro hodnoceni spermatu v poslednich letech zvysilo (Brito et
al. 2016).

Pritokové cytometry lze obecné kvalifikovat jako analytické, které se pouzivaji
vyhradné pro analyzu bunék nebo jinych ¢astic. Dale potom tfidici, které maji navic na zakladé
vysledku analyzy izolovat sledované burnky nebo Castice a potom ostatni s riznymi funkcemi
(Hossain et al. 2011).

3.3.2.4.1 Hodnoceni spermii pomoci prlitokové cytometrie

Pratokova cytometrie umoziuje v kratkém case testovat tisice spermii. Umoziuje
také hodnotit nékolik indikator(i souc¢asné v jedné populaci spermii nebo pro kazdou spermii
zvlast. Hodnoti napfriklad integritu membrany, DNA, mitochondrie, akrozom, oxidacni stres,
koncentraci spermii, a dalsi. Stala se dllezitou metodou hodnoceni funkcnich
a morfologickych vlastnosti spermii a pouziva se pro vyzkum ve veterindrni védé i pro bézné
hodnoceni kvality spermii (Dolnik et al. 2019). V rdmci hodnoceni koncentrace individualni
buniky prochdazeji proudem kapalné tekutiny skrz laser a jsou elektronicky pocitany (Lorton
2014).

3.3.2.4.1.1 Hodnoceni Zivotnosti

K posouzeni Zivotaschopnosti bunék je k dispozici nékolik barveni a lze jej pouzit
samostatné nebo v kombinaci s jinymi barvivy pro hodnoceni riznych funkénich vlastnosti
(Cordelli et al. 2005).

Vramci této analyzy jsou spermie definované jako spermie s neposkozenou
cytoplazmatickou membrdnou. Lze tedy vzit integritu membrany jako nepfimy indikator
zivotaschopnosti spermii. Analyzu mizeme provést pomoci fluorescencnich barviv, ktera barvi
bud Zivé nebo mrtvé spermie, nebo kombinaci obou barviv. Nejéastéji pouzivanym barvivem
pro barveni mrtvych spermii je propidium jodid, ktery mize prochazet poskozenymi
membranami a zbarvit DNA na ¢ervenou. Casto se kombinuje s nékterymi daleZitymi barvivy,
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jako je diacetat karboxyfluoresceinu (CFDA) nebo SYBR-14 (Dolnik et al. 2019). CFDA pronikaji
pouze do Zivotaschopnych, metabolicky aktivnich bunék a mohou byt Stépeny pomoci enzym
na fluoreskujici karboxyfluorescein. Fluorofory se pouzivaji k hodnoceni integrity membrany
jiz vice nez dvé desetileti, priCemz testy se pohybuji od pouZiti barviv / sond, které reaguiji s
cytoplazmatickymi enzymy, az po ty, které se vdZzou s DNA (Rodriguez-Martinez 2014).

3.3.2.4.1.2 Hodnoceni mitochondridlni funkce

Potencial mitochondridlni membrany je dobrym indikatorem pohyblivosti spermii,
jak dokazuje rozmanitost prltokové cytometrie (FCM) pouZivajici rhodamin 123, nonydil-
akridinovy pomeran¢ a JC-1. Funkce spermii byla hodnocena také intraceluldrnim
vychytavanim vdpniku pomoci specifického Ca 2+ barviva (Cordelli et al. 2005).
Nejpouzivanéjsi barvivo rhodamin 123, je kationtovad sloucenina, kterd se hromadi
v mitochondriich a fluoreskuje zelené. Intenzita fluorescence zavisi na celkovém mnozstvi
fungujicich mitochondrii (Hossain et al. 2011). Hlavni jeho slabinou je to, Ze ma nizkou citlivost.

MitoTracker pfedstavuji skupinu neddvno vyvinutych barviv, kterd akumuluji a barvi
aktivni mitochondrie. Vyhodou je, Ze jsou vysoce specifickd, dostupnd v Sirokém rozsahu
emisni fluorescence a nékolik z nich je fixovatelnych, coz umozZnuje oddaleni analyzy
(Martinez-Pastor et al. 2010).

3.3.2.4.1.3 Hodnoceni akrozomu spermii

Akrozom je struktura uzavienda v membrdné pokryvajici pfedni ¢ast jadra spermie.
Akrozomalni integrita je predpokladem oplodnéni. Je vySetfovana in vitro pomoci fazové
kontrastni mikroskopie nebo diferencidlni mikroskopie s interferenénim kontrastem na
neposkozenych nebo obarvenych vzorcich pro svételnou mikroskopii. Pritokova cytometrie
mUzZe byt pouzita misto epifluorescenéni mikroskopie (Hossain et al. 2011).

Byly vyvinuty metody FCM pro detekci zlomku spermii schopnych podstoupit
akrozomovou reakci pomoci rliznych fluorescencnich lektind, které se specificky vazou na své
receptory nebo pouzitim specifickych fluorescenéné znacenych monoklondlnich protilatek
proti CD46 (Cordelli et al. 2005). Akrozomalni stav se hodnoti pomoci sond, které rozpoznavaji
vady uvnitf akrozomu, a proto tyto spermie oznacuji jako poskozené. Lektiny, které se vazou
na glukosidni rezidua v rliznych c¢astech akrozomalni membrany, byly pouzity u Siroké skaly
druhl. Pisum sativum (hrachovy) aglutinin (PSA) a Arachis hypogaea (arasidovy) aglutinin
(PNA) byly k tomu nejzadané;jsimi lektiny, a to z divodu jejich specifi¢nosti. Sperma znacené
lektinem nebo protilatkami mize byt fixovano, coz v pripadé potieby umoznuje pozdéjsi
analyzu. Akrozomalni sondy jsou obecné konjugovany se zelenym fluorochromovym
izothiokyanatem (FITC) a kombinovéany s barvivy Zivotaschopnosti. V soucasné dobé jsou k
dispozici konjugovana barviva s fluorochromy emitujicimi na rlznych vinovych délkach
(Martinez-Pastor et al. 2010).

3.3.2.5 CASA (pocitacova analyza spermatu)

Pouziti pocitacové analyzy spermatu ma pfinést dvé hlavni vyhody oproti manualnimu
poditani: vysokou presnost a kvantitativni data kinetiky spermii. Kromé celkové motility
a progresivni motility pouzivaji systémy CASA algoritmy pro vypoclet koncentrace spermii
a rliznych parametru rychlosti (Lorton 2014). Mezi parametry rychlosti, které CASA hodnoti
patfi kfivocara rychlost (m/s), kterd je merena jako prdmérna rychlost hlavy spermii podél jeji
skutec¢né krivocaré drahy, pfima rychlost (um/s) mérena jako priimérna rychlost hlavy spermii
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podél pifimky mezi jeji prvni detekovanou pozici a jeji posledni pozici. Priimérna rychlost drahy
(um/s) je mérena jako primérna rychlost hlavicky spermie podél jeji primérné drahy. Dalsi
jsou naptiklad amplituda boc¢niho posunuti hlavy (um), linearita, kolisani, pfimost a zkfizena
frekvence (Hz) (Microptic S.L. 2021). Pfi pouZiti spravnych postupl je mozné ziskdvat
spolehlivé a opakovatelné vysledky. Vysledky postup(i CASA jsou ovliviiovany radou faktor(:
pfipravou vzorkl, koncentraci spermii a jejich uspofadanim (Kubic¢ek 2010).

Pouziti CASA umoziuje rychly, relativné levny a pomérné presny odhad koncentrace
spermii, i kdyz presnost je zmarena neékolika technickymi problémy a odchylkami.
Ackoli vyuziti této techniky pro hodnoceni pohyblivosti spermii ziskalo obrovskou popularitu
ve vyzkumnych a klinickych laboratofich, jeji pouziti pro hodnoceni koncentrace spermii
pro klinické nebo komercni ucely v soucasné dobé nedoporucuje WHO ani Narodni
asociace chovatelll zvifat (Brito et al. 2016).

Existuje vice neZz tucet systém( CASA uvadénych na trh pro analyzu spermii zvifat,
a prestoze jsou tyto systémy zaloZeny na podobnych principech, existuje nékolik rozdilG v
hardwaru a softwaru mezi nimi. Nékteré systémy pouZivaji ,,samostatny" mikroskop. Ruéni
nebo automatizovany mechanicky stupen se pouziva k umisténi vzorku na poZadovanou
souradnici X/Y a k nastaveni zaostfeni v ose Z. VétSina systémul pouziva Sirokopasmové
osvétleni ve viditelném spektru s 10x nebo 20x negativnimi (nebo pozitivnimi) cili fazového
kontrastu v kombinaci s odpovidajicimi kondenzatory, zatimco jiné systémy jsou vybaveny
jinymi typy osvétleni (ultrafialové svétlo je castéjsi) a specidlnimi filtry pro detekci
fluorescence. Snimky jsou zachyceny digitdlnim fotoaparatem, obvykle po dobu 0,5 sekundy
pomoci pfedem stanovené rychlosti pofizeni snimku (napf. 60 MHz) fizené pomoci kamery
nebo pulzniho osvétleni (Brito et al. 2016).

3.3.2.6 HOS (hypo-osmoticky swelling test)

Kazdy druh spermatu ma jiné membranové slozeni. Kdyz se spermie setkaji s hypo-
osmotickym prostredim, reaguje na hypoosmolalitu pomoci ohnutych nebo zvinénych ocast
v dlsledku pfilivu vody béhem obnovy osmotické rovnovahy. V klasickém HOS testu se tato
vlastnost pouziva k charakterizaci integrity membrany (Nalley & Arifiantini 2014).

Jednoduchy test je zalozen na semipermeabilité intaktni bunécné membrany,
kterd zpUsobuje pronikani vody do bunky a expanzi objemu bunky pfi vystaveni burky
hypoosmotickym podminkam. Jednoduse se odecitd a podava informaci o integrité bunécéné
membrany biciku spermii (Kubic¢ek 2010). Také Rodriguez-Martinez (2014) uvadi tuto metodu
jako jednoduchou a v dnesni dobé velice pouZivanou.

Postup hodnoceni popisuji naptiklad Alcay et al. (2016) a to nasledovné: hodnoceni
bylo provedeno inkubaci 10 pl spermatu se 100 ul 100 mOsM hypoosmotického roztoku (9 g
fruktézy + 4,9 g citratu sodného na litr destilované vody), pti teploté 37 °C po dobu 60 minut.
Po inkubaci se 20 ul smési rozetfelo krycim sklickem na teplé podlozni sklicko a 200 bunék
spermii bylo hodnoceno pod zvétsenim 1000x s mikroskopem s fazovym kontrastem.

Nalley & Arifiantini (2014) délali pokus, ve kterém zjistovali rozdily pti provedeni HOS
po 60 minutdch inkubace vzorku spermatu berana a po 30 minutdch inkubace. Vysledkem
bylo, Ze na za¢atku inkubacni doby (0 minut) bylo pozorovano navijeni ocasu pouze u 15,29+
0,88 %. Stredni procento spermii s intaktni membranou uréeno metodou HOS bylo po 15
minutach inkubace, HOS 30 minut, HOS 45 minut a HOS 60 minut bylo 38,16 + 3,89; 69,47 +
2,78; 42,85 + 4,30 a 29,95 + 3,80. Zda se, Ze sperma berana trpi zvySenym navijenim ocasu po
15 minutdch a do 30 minut inkubace, kdy maximalnich hodnot dosahuje 30 minut po inkubaci
a klesa po 45 minutach.
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3.3.2.7 ROS (Reaktivni formy kysliku)

ROS jsou metabolity kysliku, zahrnujici superoxidovy anion, peroxid vodiku,
hydroxylovy radikal, hydroxyperoxylovy radikal a oxid dusny (Kubic¢ek 2010). Jejich nadmérna
tvorba a vysoka koncentrace v cytoplazmatickych enzymech (napf. kreatinfosfokinaza) muze
odrazet vyskyt abnormalnich spermatozoi nebo nezralych spermatozoi s nadmérnym
mnozstvim cytoplazmy ve stfedni ¢asti spermie. Zaroven je urcitd uroven ROS nezbytna pro
funkci spermii, v€etné schopnosti oplodnéni. Pokud je v ejakuldtu pfitomno nadmérné
mnozstvi leukocytl nebo je sperma vystaveno oxidacnimu stresu, zvysuje se tvorba reaktivni
formy kysliku (Rodriguez-Martinez, 2014).

Vysoké miry ROS maiji nepfiznivy vliv na funkce spermii, coz vede k vysoké mite (20-40
%) neplodnosti. Chemiliminizacni test je jednim znejrozsifenéjSich testll hodnoceni
oxidacniho stresu. Jsou zde dvé hlavni barviva a to: luminol a lucigenin. Luminol sleduje
intracelularni deoxygenacni reakce, které jsou zprostfedkovany heterogenni skupinou
peroxiddz spermii, zatimco lucigenin je oxidovan pfi extracelularni Urovni superoxidovym
aniontem (Hossain et al. 2011).

3.3.2.8 TUNEL

Test TUNEL kvantifikuje zaclenéni znaceného deoxyuridin trifosfat (dUTP) v mistech
poSkozené DNA v reakci katalyzované enzymem deoxynukleotidyltransferaza. Zaclenény
dUTP pak mubze byt kvantifikovan FCM, fluorescencni mikroskopii nebo svételnym
mikroskopem (Cordelli et al. 2005).

Tato metoda urcuje mnoZstvi poSkozené DNA ve spermatu (Rodriguez-Martinez 2014).
Pivodné byla navriena k detekci degradace DNA v apoptotickych somatickych bunkach za
pouziti termindlni deoxynukleotidyl transferazy a pfidani deoxyuridinovych fosfatovych
nukleotidl k 3'-hydroxylovym koncim vyplyvajicim z pferuseni DNA. Konce 3'-hydroxylu jsou
oznaceny bud’ fluorescenénim oznacenim dUTP, nebo pouzitim 5-bromo-dUTP a inkubaci
oznaceného vzorku protilatkou proti BrdUTP konjugované fluorochromem (Martinez-Pastor
et al. 2010).

Nur et al. (2010) ve svém vyzkumu pouzili techniku TUNEL na hodnoceni rliznych
ucinkd kryoprotektivnich latek na morfologii spermii berana tak, Ze propustnd sklicka
inkubovali ve tmé pfri teploté 37 °C po dobu 1 h reakcéni smési TUNEL, kterd obsahovala
terminalni deoxynukleotidyl transferazu (TdT). Po oznaceni dUTP vzorky omyli fosfatovym
pufrem (PBS) a okamzité analyzovali fluorescenéni mikroskopii. Do kazdé studie byly zahrnuty
negativni (vynechani TdT z reakcni smési) a pozitivni (pomoci DNase I, 1 mg/ml po dobu 10
minut pti pokojové teploté) spermie. Kazdé mikroskopické pole bylo nejprve vyhodnoceno
pod fluorescencni mikroskopii (40x zvétSeni), aby se urcil pocet reaktivnich spermii, a poté pod
mikroskopii s fazovym kontrastem, aby se urcil celkovy pocet spermii na pole. Vyhodné je,
Ze test TUNEL Ize provést na sklenéném sklicku a je zvlasté uzitecny, kdyz je pocet spermii
velmi nizky (Evenson et al. 2016).

3.3.3 Redéni
Redéni spermatu je provadéno z technickych a biologickych divodG: zvy$eni objemu

ejakuladtu pro oplodnéni vice samic a pro poskytnuti Zivin a ochrany spermiim (Gibbons et al.
2019).
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Spravné redidlo md mit tyto vlastnosti: musi byt zdrojem energie pro spermie,
mit dobrou pufrovaci schopnost, musi obsahovat malé mnozZstvi elektrolytu, zajistit
pozadovany osmoticky tlak, udrzovat stdlou hladinu pH odpovidajici pozadavkim ejakulatu,
nesmi byt toxické pro spermie, musi byt sterilni a ekonomicky dostupné (Louda et al. 2001),
jejich kompletni ptiprava se provadi v laboratofi Al (Gordon 2017).

Kryokonzervacni pfisady pti fedéni spermii obsahuji kryoochrannou slozku (glycerol,
ethylen nebo propylenglykol, dimethylsulfoxid), pufr (Tris nebo TES titrovany s Tris), jeden
nebo vice sacharid( (glukdza, laktéza, rafindza, sachardza, trehaldza), soli (citrat sodny,
kyseliny citronova) a antibiotika (penicilin, streptomycin) (Ntemka et al. 2018). Gordon (2017)
ve své praci zminuje pouziti neobvyklého fedidla jako je kokosové mléko, které se pouzivalo
v tropickych zemich a bylo prekvapivé efektivni.

SloZeni citratového redidla, jak se dnes pouziva: 2,37 g citratu sodného, 0,50 g glukdzy,
15 ml vaje€ného Zloutku, 100 000 penicilin, 100 mg streptomycinu, sklenici destilované vody
na 100 ml (Salamon & Maxwell 2000).

Redéni ejakuldtu vybranym fedidlem se provadi podle koncentrace a motility spermii
v poméru 1:4-1:8 (Cunat et al. 2013).

Stupeni fedéni (Louda et al. 2001)

Pridava se tolik fedidla, aby inseminacni davka 0,1-0,2 ml obsahovala po natedéni 100-
360 miliard spermii s progresivnim pohybem. Celkové mnoizstvi fedidla urceného k redéni
se vypocte nasledovné:

. e axhx0x0,1
mnozstvi fedidla = — Q0 0

a = aktivita spermii
h = koncentrace v milionech v mm?3
O = objem vcm?

Redidla pro kratkodobé uchovani (8-12 hodin) jsou Zloutko-citratové, zloutko-citratové
upravené a mlécné redidlo (Alvarez et al. 2019).

Purdy et al. (2020) poutzili ve své studii fedidlo Tris-vaje¢ny Zloutek-glycerol, kyselinu
citronovou a glukézu, coz je jedno z nejcastéji pouzivanych tedidel pro dlouhodobou
konzervaci a Salamon & Maxwell (2000) uvadéji, ze jeho slozeni je nasledujici: 3,63 g TRIS, 0,50
g fruktdzy, 1,99 g kyseliny citronové, 14 ml vajecného Zloutku, 100 000 penicilint, 100 mg
streptomycinu, destilovana voda na 100 ml.

Vedle vySe uvedenych béznych slozek redidel se daji pouzit i dalsi latky, které maji
zajistit pozadovanou kvalitu budouci inseminacni davky. Podle Zadeh Hashem et al. (2017),
kteti délali experiment s pfidanim kyseliny olejové ke spermatu, mlze kyselina olejova
se spravnou koncentraci podpofit celkovou motilitu spermii a jejich Zivotaschopnost.
Nebo také zvysit procento spermii se zdravou plazmatickou membranou.

Allai et al. (2018) ve své praci zjistili, Ze pridani antioxidant(l, i v malém mnozstvi,
béhem konzervace muze zlepsit funkce spermii. Dale zjistovali kvalitu spermatu po pridani
semenné plazmy (SP) ztéhoz druhu nebo zdruhu jiného. Pfidanim SP se zlepsuji
charakteristiky tekutych a zmrazenych-rozmrazenych spermii berana, jako je pohyblivost,
Zivotaschopnost, integrita akrozomu, kapacitace a mitochondrialni aktivita. V Australii bylo
zjisténo, Ze obohaceni zmrazenych-rozmrazenych spermii berana semennou plazmou
vyznamné zlepSilo zabfezavani po umélé inseminaci (Gordon 2017).
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Zadouci muze byt i odstranéni nékterych latek béZné obsazenych v ejakulatu. Vysledky
studie Premrov Bajuky et al. (2018) naznacuji, Ze odstranéni lipazy ma pozitivni vliv na kvalitu
kryokonzervovanych spermii.

Nejcastéji pouzivané komercni fedidlo bez komponentl ZivocisSného plvodu je:
Andromed a nejcastéji pouzivana redidla s komponenty Zivoc¢isného puvodu jsou: Triladyl,
Ovipro. Bylo zjisténo, ze komeréné dostupné fedidlo na bazi séji (Bioxcell®) je lepsi nez fedidlo
na bazi vajecného zZloutku (Irvine TYB), a to predevsim z hlediska zachovani motility mrazenych
spermii pti pouziti dvoustupriové metody (Roof et al. 2012).

3.3.3.1 Kryoprotektory

Ptfi dlouhodobé konzervaci je nezbytné pouZit kryoprotektory, které se pridavaji
do fediciho média k ochrané bunky pfed rliznymi poranénimi (Allai et al. 2018). Specificky
problém pfi kryokonzervaci koziho spermatu je zjisténi Skodlivého Gcinku semenné plazmy na
Zivotaschopnost spermii v fedidlech obsahuijici vaje¢ny Zloutek nebo v médiich na bazi mléka.
Problém tykajici se fedidel vajecného Zloutku byl pfic¢itan plvodu enzymu ze sekrece
bulbourethrdlni Zlazy v semenné plazmé, pojmenované vajecny Zloutek koagulaéni enzym
EYCE Roy. Nizké prezZiti spermii béhem skladovani v mlécnych fedidlech je zplsobeno
proteinovou frakci také z kozi bulbouretrdlni Zlazy (BUS) zvany SBUIII, ktery pfi interakci s
mlécnymi slozkami v fedidle silné inhibuje motilitu spermii (Leboeuf et al. 2000).

Kryoprotektory mulzZeme rozdélit na prostupujici, coz je napriklad glycerol,
dimethylsulfoxid nebo neprostupujici jako je napftiklad vaje¢ny Zloutek nebo odstfedéné
mléko. Prostupujici kryoprotektory zpUsobuji preskupeni lipidli a proteinl coz zpusobuje
zvysenou tekutost membrany, vétSi dehydrataci pti snizneni teploty, snizenou tvorbu
intracelularniho ledu. Na druhé strané pusobi neprostupujici kryoprotektant, ktery snizuje
tvorbu extraceluldrniho ledu (Ntemka et al. 2018).

3.3.3.1.1 Glycerol

Mezi hlavni kryoprotektory patfi glycerol, jehoZz mnozstvi pridané do fedidel je pro
kryokonzervaci spermatu berana omezeno kv(li své potencialni cytotoxicité. Koncentrace
glycerolu poskytujici nejvyssi miru preziti spermii po rozmrazeni je mezi 4 % a 7 % (Allai et al.
2018).

Glycerol muze byt pridan do spermatu ve dvoufazovém redéni jako samostatna redici
frakce nebo pridanim fedidla obsahujiciho glycerol v jednom kroku. Zpoc¢atku bylo zjisténo,
Ze je lepsi pridat glycerolovou redici ¢ast pti 29 ° C nez pfi 5 ° C. Pfidani glycerolového fedidla
vétsina pracovnikl preferovala pfi 4-5 ° C, ale néktefi nezjistili Zddny rozdil mezi pfiddvanim
pfi 32°C nebo 3°C nebo pfi 22°C nebo 5°C (Salamon & Maxwell 2000).

Zatimco glycerol nabizi kryoochranu spermii, mlzZe také zpUsobit strukturdlni
poskozeni béhem zpracovani pred zmrazenim. V dlsledku toho bylo navrzeno, aby glycerol
byl pfidan ne vice nez 20-30 minut pfed zmrazenim (Salamon & Maxwell 1995).

3.3.3.1.2 Vajecny Zloutek

Vajecény Zloutek chrani spermie pred skodlivymi uUcinky chladového Soku, zachovava
pohyblivost, snizuje ztratu akrozomalnich enzymU a udrZuje mitochondridlni membranu
spermii. Jeho zaélenéni umoziuje snizeni koncentrace glycerolu v médiu. PfestoZe vajecny
Zloutek prospivda kryokonzervovanym spermiim, muZe byt potencidlnim zdrojem
mikrobiologické kontaminace, ktera muze ohrozit kvalitu spermii. Z tohoto dlivodu muze byt
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praskovy vajecny Zloutek bezpecnéjsi alternativa, protoZe prochdzi procesem pasterizace,
aby se znicili bakterie (Allai et al. 2018).

Ptacek et al. (2018) délali studii, kde zjistovali vliv kryokonzervantu BullXcell® na bazi
vaje¢ného Zloutku a AndroMed® (bez vajecnych Zloutkt). Sperma bylo odebrano od Suffolku
a Charollais, kryokozervovano a zmrazeno. Charakteristiky rozmrazeného spermatu byly
hodnoceny pomoci CASA ihned po rozmrazeni a po 2 hodinach inkubace v teple (+ 38 ° C). Byla
pozorovana vyrazné vys$si celkovd pohyblivost (+ 12,3%), pfiméa rychlost (+5,6 pm s )
a priimérna rychlost drahy (+ 6,9 um s ) u spermatu kryokonzervovaného BullXcell® na bazi
vajecného Zloutku.

Pro zmrazeni byla zkoumana Siroka Skala koncentraci vaje¢ného Zloutku v beranim
spermatu. Dfive pracovnici pouzivali 30-50 %. Pro zmrazeni spermatu berana v ampulich, byl
vajecny Zloutek o koncentraci 3—6 % dostatecny, ale pro zmrazeni pelet bylo optimalni 15 %.
Vajecny Zloutek, i kdyZz nékdy caste¢né nahrazeny latkami s podobnou aktivitou, bude stdle
pravdépodobné duleZitou slozkou fedidel pro zmrazeni spermatu berana, zejména kvili jeho
ochrannému ucinku na plazmatickou membranu (Salamon & Maxwell 2000).

3.3.4 Konzervace

Cilem konzervace je zachovat Zivotaschopnost spermatu a dobrou oplozovaci
schopnost. Déle je cilem odpovidajicim fedénim vyrobit maximalni pocet inseminacnich davek
s takovym poctem aktivnich spermii, ktery odpovida biologickym pozadavkim pro zajisténi
Uspésného oplozeni—koncepce (Louda et al. 2001). Pfi skladovani je nutné zpomaleni
metabolism0 spermii, coz vede k prodlouZeni jejich Zivotaschopnosti (Salamon & Maxwell
1995).

Béhem zpracovani spermatu jsou spermie vystaveny mnoha nefyziologickym zménam:
hodnotam pH, teplotam, svétla i zareni, parcidalnimu tlaku kysliku a oxidu uhli¢itého, a i absenci
samcich genitalnich sekret(. Beranni spermie jsou extrémné nachylné na nizké teploty béhem
procesu chlazeni nebo zmrazovani. To je pficitdno vysokym koncentracim polynenasycenych
mastnych kyselin v plazmatické membrané spermii berana (Allai et al. 2018).

Podle zplsobu konzervace se odviji i naslednd metoda umélé inseminace (Ari et al.
2017).

3.3.4.1 Cerstvé semeno

PFi pouZiti Cerstvého ejakulatu se procento zabfeznutych ovci uvadi az 75 %. Kazdym
dnem skladovani klesa oplozovaci schopnost o 10-35 %. Pravdépodobnost zabreznuti je
mozné zvysit dobfe nacasovanou laparoskopickou inseminaci. Za pouziti této metody je
mozné zabreznuti i s ejakulatem starym 8 dni (Salamon et al. 1995).

Podle Evans (1988) je nejvhodnéjsi k cervikdlni inseminaci, ale i tak neposkytuje
dostatecény Ucinek pro jeho ¢astéjsi pouZiti. Tuto metodu vyuZivaji napfiklad v Argentiné a mira
zabrezavani je 60 % (Gibbons et al. 2019).

3.3.4.2 Chlazeni
Al s chlazenym spermatem (kryokonzervovano pfri teploté 5-15 °C) je provadéna

obvykle intracervikadlné, uloZzenim spermatu do délozniho kréku. Procento zabrezavani pfi
pouziti této metody je dle Gibbonse et al. (2019) 40-55 %.
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Anel et al. (2005) ve svém vyzkumu pouzili chlazené sperma zifedéné fedidlem Tes-Tris-
Fruktdza-vajecny Zloutek, ve francouzskych mini pejetdch (0,25 ml), zchlazené na 15 °C
a uskladnéné v prenosné lednicce. Vysledek byl takovy, Ze zabfezavani po inseminaci
zchlazenym spermatem vagindlné byla nizsi o 13 bodl neZ zabtezadvani po inseminaci
zmrazenym spermatem laparoskopicky. Nevyhodou uchovani smermatu v tekutém stavu je
jeho omezend Zivotnost a nemoznost transportu na velké vzdalenosti. K inseminaci je vsak
mozné vyuzit relativné malé mnozstvi spermii, Ize oplodnit velké mnoZstvi samic a metodu Ize
jednoduse vyuzit v terénu (Faigl et al. 2012).

O’Hara et al. (2010) publikovali studii zamérenou na efekt podminek skladovani
na Zivotaschopnost Cerstvého spermatu berana a jeho schopnost oplodnéni az 72 hodin
po odbéru. Experiment byl navrien k vyhodnoceni ucinku skladovaci teploty (5 °C a 15 °C) na
Cerstvé sperma. Vysledkem bylo zjisténi, Ze skladovaci teplota, bez ohledu na fedidlo, méla
vyznamny vliv na pohyblivost i na Zivotaschopnost spermii. Sperma si pfi 5 °C udrZovalo
pfijatelnou pohyblivost a Zivotaschopnost az 72 hodin ve srovnani s uskladnénim pfi 15 °C,
kdy Zivotaschopnost linedrné klesala, coZ mizZeme vidét na obrazku ¢. 4

0.8 -
0.7 -
0.6 -
0.5 -
0.4 1
0.3 1
0.2

Podil Zivych spermii

0'1'2'2'4'3'6'4'8'6'0'7'2
Cas (h) po odbéru spermatu
Obrazek €. 4 Pohyblivost a Zivotaschopnost spermatu 72 hodin po odbéru u skladovani pfi 5
°Cal5°C
OviPro (m), AndroMed (A ), or INRA 96 (e)
Zdroj: O'Hara et al. 2010

3.3.4.3 Dlouhodoba konzervace

Kryokonzervace spermii berana maze velmi prodlouzit dobu skladovani, ale mrazeni,
rozmrazovani, chladovy Sok, chemicka toxicita, kryoprotektory, osmotické poranéni, oxidacni
poskozeni a apoptdéza mohou vainé poskodit spermie (Rather et al. 2016). Cely proces
zmrazovani spermatu berana zahrnuje odbér, dvé faze fedéni, prvni s vajeCnym Zloutkem
a glycerolem v druhé fazi a ochlazeni na teplotu 5 °C (Ntemka et al. 2018).

Zmrazovani pelet se obvykle provadi tak, Ze kapicky spermatu umistime do prohlubni
na suchém ledu ochlazené na -80 °C az -95 °C. Zvysena rychlost chlazeni ziskana peletovanim
na desce ze suchého ledu ochlazené na -100 °C az -160 °C neméla zadny vliv na motilitu spermii
(Salamon & Maxwell 2000).

Dalsi metodou zmrazovani, je zmrazovani spermatu v pejetach, tedy v tenkych
plastovych bréach ¢i sldamkach. Vlastni mrazeni pejet se provadi pfi jejich uloZeni v horizontalni
poloze 30-40 mm nad hladinou tekutého dusiku pfi teploté -80 az -100 °C po dobu sedm
aZz osm minut. Potom se zmraZzené pejety ponofi do kontejneru s tekutym dusikem (Louda et
al. 2001). Pereira et al. (2019) ve své studii nejprve pejety ochladili z32 °C na 5 °C rychlosti
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0,25 °C/min., nasledné udrZovali tuto teplotu po dobu 120 minut a poté pejety ponofili
do kapalného dusiku a skladovali pro budouci hodnoceni pfi teploté -196 °C.

FrancouZzsti pracovnici popsali postup zmrazovani koziho spermatu, kde je treba
odstranit plazmu promyvanim spermii a ndsledné zfedit a zmrazit. Studie ukazuji, Zze enzym
produkovany bulbouretrdlnimi (Cowperovy) Zlazami katalyzoval hydrolyzu lecitind
ve vajeCném Zloutku na mastné kyseliny a lysolecithin, které jsou toxické pro spermie
(Rodriguez-Martinez 2014). Rozhodujici pro konzervaci koziho spermatu je i rychlost
zmrazovani, a to pravé ve své studii zkoumal Igbokwe et al. (2019). Vysledky ukazaly, ze pfi
pomalejSim zmrazovani byla vyssi pohyblivost spermii, lepsi integrita membrany a akrozomu,
ve srovnani se zmrazovanim rychlejSim. Zaroven mélo nizsi procento abnormalit.

Salamon & Maxwell (2000) zjistili, Ze skladovani spermatu az 27 let nemélo zadny vliv
na zabfezavani, coz ukazuje, Ze dlouhodobé skladovani semene berana je mozné a umoznuje
tvoreni genetickych zdroju v chovu ovci.

3.3.5 Rozmrazovani

3.3.5.1 Kvalita ejakulatu po kryokonzervaci a rozmrazeni

Rodriguez-Martinez (2014) uvadi, Ze proces zmrazeni destabilizuje membrany spermii
a transformuje je do pokrocilejsiho stavu podobnému kapacitnimu, a to maze byt problémem
pro spravné nacasovani Al.

Uspésnost kryokonzervace zavisi na typu tedidla, rychlosti zmrazeni (Ashrafi et al. 2011)
a rozmrazeni, baleni a na samotném darci. Podle Nordstoga et al. (2009) by rozmrazovani
spermatu berana mélo byt provedeno rychle (8 s) a pfi relativné vysoké teploté (70 °C). Rychlé
rozmrazovani pfi vysoké teploté (70 °C) je vSak postup, ktery se jevi jako jeden kriticky krok
v Al. Rychly postup rozmrazovani vyzaduje vysokou pfesnost tykajici se presné teploty uvnitf
pejety. Snizeni teploty rozmrazovani (35 °C) a prodlouzeni doby (20 s) rozmrazovani by mohlo
usnadnit praktickou manipulaci se zmrazenym a rozmrazenym spermatem berana, s touto
metodou souhlasi také Salamon et al. (1995). Rizena rychlost zmrazeni vyznamné zlep3uje
celkovy stav spermii pfed zmrazenim a po rozmrazeni a progresivni pohyb ve srovnani
s nekontrolovanou rychlosti (Ashrafi et al. 2011).

Podle Salamona & Maxwella (2000) muazZe byt zakladni kryogenni poskozeni spermii
ultrastrukturalni fyzikalni, biochemické nebo funkéni. Ultrastrukturni posSkozeni vznika na
akrozomovych membrandach, mitochondridlnim plasti a axonému. Pfi procesu kryokonzervace
dochazi také ale k proteolytickym zménam, coz nasledné ovliviiuje vysledné zabrezdvani (Lv
Chunrong et al. 2020). Hlavni pfi¢ina poSkozeni bunék spermii je zplisobena intracelularni
krystalizaci béhem zmrazovani. Navic nahlé zmény teploty, jako je chladovy 3ok, tvorba
a rozpusténi ledu béhem procesu zmrazovani a rozmrazovani mize ovlivnit integritu
a funkcnost akrozomu, jadra, mitochondrii a plazmatické membrany (Alcay et al. 2016).
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3.4 Kontrola reprodukéniho cyklu a synchronizace fije

3.4.1 Berani efekt

Tti reprodukéni obdobi u samic je mozno identifikovat pfitomnosti samce — pubertu,
anestrus a estrus. Puberta se u jehnicek mlze dostavit dfive. U ovci, které jsou pred koncem
sezonniho anestru, se nahlé setkdni s beranem projevuje drivéjSim zapocetim a synchronizaci
estralniho cyklu. Témér u vSech ovci Ize pfichod ovulace urychlit az o Sest tydn( pravé pomoci
,,beraniho efektu”. Dvé hodiny po setkani s beranem se u ovci zjistuje hladina luteinizacniho
hormonu (LH) v plazmé. Ovce ovuluji v priméru asi 41 hodin po pfichodu berana do stada
a predovulacni vrchol LH je patrny asi 27 hodin po pfichodu berana (Nakafeero et al. 2020).

Nedavno bylo zjisténo, Ze samciho efektu je moZno u ovci vyuzit k indukci Fije mimo
pfipoustéci obdobi. Uspédné vyuZiti beraniho efektu v uméle indukované Fiji zavisi na mnoha
podminkach.

Plemena stfedomotského plvodu jako jsou Merino nebo Rambouillet nejvice reaguji
na,,beranni efekt”, protoze poskytuji flexibilitu pfi chovu bahnic tohoto typu v rdznych roc¢nich
obdobich (Notter 2012).

3.4.2 Hormonalni synchronizace fije

Uméld inseminace predstavuje prakticky ndstroj v genetickych programech,
umoznujici synchronizovanou inseminaci a efektivnéjsi vyuzivani vynikajicich samca
ale vyzaduje hormonalni stimulaci, kterd zajistuje synchronizovanou ovulaci (Fierro et al.
2017).

Synchronizace fije znamena vyvolani plodné tije najednou u vétsiho poctu plemenic
ve stadé, aby mohly byt v planovaném casovém obdobi zapusStény nebo inseminovany
a dosahlo se turnusového porodu (Vanék 2002). To usnadriuje organizaci prace v ovéing,
umoziuje skupinovy odstav a vytvorit vétsi skupiny jate¢nych jehnat.

Synchronizace fije se obvykle kombinuje s umélou inseminaci ke zvyseni efektivity
v chovu. Mezi béiné metody patfi: pouziti intravagindlni houby napusténé progestageny
nebo CIDR (Controlled internal drug release) (Nakafeero et al. 2020). Purdy et al. (2020) ve
svém experimentu zjistili, Ze pfi inseminaci 53 hodin po odstranéni CIDRu bylo mnohem vyssi
zabrezavani. Nejvyssiho zabrezavani bylo vsak dosaZzeno pfiinseminaci 53 i 57 hodin po CIDRu.
Nejnizsi uspésnost byla pozorovana pfi inseminaci 51 a 55 hodin po vyndani CIDRu.

Ve Francii se u koz pouzivd napustény vagindlni tampon po dobu 11 dnf,
intramuskularni aplikace prostaglandinu (PGF2a) a eCG (korisky choriovy gonadotropin) 48
hodin pred odstranénim tamponu. Uméld inseminace se provadi 43-45 hodin po vyndani
vagindlniho tamponu (Fatet et al. 2011).

3.4.2.1 Progesteron a syntetické gestageny

Jsou zaloZzeny na jeho ucincich v lutedlni fazi cyklu a simuluji pGsobeni prirodniho
progesteronu produkovaného Zlutym téliskem po ovulaci (Abecia et al. 2012). Nejvhodnégjsi
jsou syntetické gestageny (latky funkéné shodné shormonem Zlutého téliska).
Jejich podstatou je blokada vylu¢ovani hypofyzarnich hormon fidicich funkci vajeénikd. Kdyz
se udrZuje hladina gestagenu v organismu, stav odpovida sekrecni fazi zlutého téliska. Po jejich

Ve

nesmi byt kratsi nez jeden pohlavni cyklus (12 dnG aplikace, dva dny na vylouceni zbytk(
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podavané latky, dva dny na dozravani folikull, celkem tedy 16 dnu) (Vanék 2002). Je nékolik
zpUsobu, jak je ovcim poddvat a to: denné v krmivu, jednorazové poréznim tamponem do
vaginy, jednorazové v podkoznim implantatu.

3.4.2.2 Prostaglandiny

Prostaglandin je nejucinnéjsi luteolytické Cinidlo pro malé preZvykavce a lze jej pouZit
béhem sezénniho chovu pro estralni synchronizace (Amiridis & Cseh 2012). Podle Nakafeero
at al. (2020) je uZivani prostaglandinu nebo jeho analogl také popularni béhem obdobi
rozmnozovani a nékdy se kombinuje s progesteronem, aby se dosahlo lepsi reprodukce.

PouZiti prostaglandint je alternativou pfi kontrole reprodukce. Prostaglandiny eliminuji
Zluté télisko a indukuji naslednou folikuldrni fazi s ovulaci (Abecia et al. 2012).

3.5 Metody inseminace

Ovce urcené kinseminaci se fixuji v pripoustédle. Pfi inseminaci se dodrzuji stejna
hygienicka opatreni jako pfi inseminaci skotu. Provadi se vétSinou jednorazovou pipetou
pomoci poSevniho zrcadla se svételnym zdrojem.

Podle Candappa & Bartlewski (2011) je pro umélou inseminaci u ovci intrauterinni
ukladani spermatu ddleZité pro dosazeni vysoké miry zabrezavani. Uspésnost zabiezavani po
vagindlni nebo intracervikdlni Al, i kdyZ jsou nespolehlivé, je pfijatelnd pouze s Cerstvé
odebranym spematem, které bylo podrobeno minimdlni manipulaci. Mira zabrezavani z této
metody se pohybuje v rozmezi 20-40 % pfi ddvce 400 miliard spermii na davku insemindtu
a bylo prokazano, Ze tato hodnota roste s rostouci hloubkou ukladani spermatu (to je mezi
vaginalni a intracervikalni umélou inseminaci).

3.5.1 Intravagindlni (vnitrovaginalni)

Tato metoda je velmi rychld, nendroénd, ale nepfindsi dobré vysledky (30-50%
uspésnost). Inseminacni davka se deponuje pomoci mirné zvednuté inseminacni pipety do
horni ¢asti posevni klenby. Pfi zavadéni inseminacni pipety je Spi¢ka mirné zvednutd smérem
ke kosti kfizové, aby nebyla zavedena do uretry. Do inseminacni pipety se nasava nejprve malé
mnozstvi vzduchu, potom vlastni inseminacéni ddvka (Louda et al. 2001). Provadi se s erstvym
nebo s chlazenym spermatem, coz ve své praci uvadi i Cseh et al. (2012) a zdroven tvrdi, Ze pfi
pouziti chlazeného nebo mrazeného a rozmrazeného spermatu pfi této metodé umélé
inseminace, jsou vysledky Spatné. Podle Evans (1988) je intravaginalni inseminace pfti pouziti
zmrazené a rozmrazené spermie neucinna.

Richardson et al. (2012) ve své studii zjistovali, zda ukladani zmrazeného
a rozmrazeného spermatu intravagindlné vede ke stejnému procentu zabfezavani jako
pfi cervikalni inceminaci. Vysledkem byla mira zabfezavani 70,4 % po cervikdlni inseminaci
Cerstvyym spermatem, mira zabfezdvdni zmrazenym a rozmrazenym spermatem
intracervikdlné byla 36,2 % a byla vyznamné vétsi nez Al se zmrazenym spermatem
intravaginalné 27,6 %.
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3.5.2 Intracervikalni (vnitrokrckova)

Cervikalni uméld inseminace u ovci s Cerstvym spermatem pfinasi mnohem vyssi miru
bfezosti nez pti inseminaci zmrazenym a rozmrazenym spermatem (O’Hara et al. 2010).

Davka se deponuje do délozniho krcku v hloubce jeden aZz dva centimetry. Pfi této
metodé je nutno pouZit poSevni zrcadlo (spekulum). Inseminacni davky obsahuji standardné
150-200 miliard aktivnich spermii s motilitou 60-80 %. Lze ji aplikovat s pouzitim chlazeného,
cerstvého ¢i zmrazeného spermatu (Cseh et al. 2012) a idealni doba inseminace je 55 hodin
po odstranéni vaginalniho progesteronového tamponu nebo 15-17 hodin po nastupu
detekované fije.

Dle Cunéta et al. (2013) a jeho projektu vramci CR, kde bylo provedeno 531
intracervikalnich inseminaci u ovci plemene: suffolk, texel, merinolandschaf, valasska ovce,
Sumavska ovce, romanovska ovce a lacaune ve vékovém rozmezi 2-6 let s provedenou
synchronizaci fije pomoci vaginalnich tampont (CHRONOGEST, CIDR) a hormondlni stimulace
(SERGON, FOLIKOTROPIN) byla nejvhodnéjsi doba pro uspésnou inseminaci v obdobi 56-59
hodin po ukonceni synchronizaéniho postupu. Vysledkem byl nejvyssi pocet zabrezlych (72,22
%) u plemene merinolandschaf. Inseminace byla provedena 59 hodin po synchronizaci
s inseminacni davkou 0,8 ml.

O’Hara et al. (2010) délali vyzkum, ve kterém zjistovali vliv délky uskladnéni cerstvého
spermatu na Uspésnost intracervikalni inseminace u bahnic. Vysledek miZeme vidét na
obrazku €. 5, ktery ukazuje, Ze pfi inseminaci ¢erstvym spermatem ihned (0 h) bylo procento
zabfezavani 60,2 % a pro intracervikdlni inseminaci za 72 hodin 18,3% Uspésnost.
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Obrazek ¢. 5 Mira zabrezavani u bahnic po cervikalni umélé inseminaci s pouzitim Cerstvého
spermatu ulozeného 0, 24, 48 nebo 72 hodin
Zdroj: O’Hara et al. 2012

3.5.3 Intrauterinni (vnitrodélozni) laparoskopicka

NitrodéloZni inseminace s pomoci laparoskopie je efektivni technika prizplsobena
ovcim. Je to preferovana technika zejména pokud se pouziva zmrazené sperma (Casali et al.
2017), avSak vyzaduje veterindrni odbornost a je narocnéjsi nez cervikalni inseminace. Jednou
z jejich vyhod je to, Ze umoziuje pouziti mnohem nizsich davek spermii, nez jaké jsou nutné
pfi pfirozeném pareni nebo pfi jinych metodach inseminace (Evans 1988).

Srovnani laparoskopické a cervikalni inseminace u mléénych koz prokdazaly vyznamné
rozdily v mife zabrezdvani ve prospéch laparoskopické inseminace. Laparoskopickd
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inseminace byla také lepSi v porovndni s cervikalni v Australii pfi inseminaci zmrazenym
a rozmrazenym spermatem (Leboeuf et al. 2000).

Podle Vrisman et al. (2014) jsou zvifata podrobena celkové anestezii a poloZena
na hrbet s hlavou naklonénou v 45 °, coZ je znamé jako Trendelenburg pozice. Tuto pozici ndm
zobrazuje nasledujici obrazek €. 6.

Obrazek €. 6 Trendelenburg pozice
Zdroj: Vrisman et al. 2014

A nasledné se provedou dva fezy; jeden fez je pro zavedeni endoskopu, zatimco
inseminujici pipeta je zavedena do lumen délohy druhym fezem (Candappa & Bartlewski
2011).

Feranti et al. (2013) hodnotili dvé techniky intrauterinni laparoskopické inseminace u
ovci. V experimentu byly pouzity dvé polohy, a to hibetni a ¢tyfnoha (stojici). Vysledkem bylo,
Ze obé metody pouzivajici spinalni jehlu jsou proveditelné, ale ¢tyfnohd metoda inseminace
je technicky obtiznéjsi ve srovnani s laparoskopickym pfistupem v hfbetni poloze.
S technickym vylepsenim by se tato metoda mohla stat alternativou pro inseminaci ovci.

3.5.4 Intrauterinni transcervikalni

Transcervikdlni metoda vpraveni spermatu intrauterinné pres délozni cCipek neni
obvykla (Casali et al. 2017). Minimalni potfebny pocet pohyblivych spermii je 60 miliard
v jedné inseminacni ddvce a optimadlni doba inseminace je mezi 49. a 65. hodinou po
odstranéni progesteronového tamponu (Cseh et al. 2012). Pfi vloZzeni spermatu hloubéji nez 4
cm do délozniho ¢ipku, se zda byt tato metoda ucinné;jsi (60% zabrezavani). Zvysena hloubka
cervikalni inseminace muze zlepsit zabrezavani, ale doposud bylo problematické dosahnout
dostatecné penetrace (Salamon & Maxwell 2000).

V poslednich letech se pokusy o zlepseni transcervikalni Al a embryotransféru u bahnic
primarné zamérily na pouziti rdznych modelld inseminacnich katetrl a farmakologickych
cervikalnich dilatator( k usnadnéni nitrodélozniho ukladani spermii nebo embryi (Candappa
& Bartlewski 2011).

Casali et al. (2017) vytvofili vyhodnoceni miry bfezosti dosazené pomoci transcervikalni
metody inseminace u ovci ve srovnani s konvenénimi metodami, jako je cervikdlni
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a laparoskopicka intrauterinni inseminace. Vysledkem pokusu bylo, Ze mira plodnosti
po pouziti metody cervikalni (36 %). U metody intrauterinni bylo procento oplodnéni nejvyssi
(50,2 %). Zaroven byla metoda transcervikdlni inseminace ¢asové naroc¢néjsi nez cervikalni
nebo laparoskopicka (11,4 + 1,6 proti 85,5 + 7,5 a 56,8 + 5,6 bahnic pocitano za hodinu).

S touto technikou jsou také spojend €astd poranéni délozniho Cipku, abscesy, infekce
a Spatna mira oplodnéni.

3.6 Faktory ovliviujici umélou inseminaci

3.6.1 Anatomie samiciho pohlavniho ustroji

Ov¢éi délozni kréek je dlouhy, vldknity a trubkovity. Vyznacuje se silnou sténou
a pevnymi vystupky znamymi jako prstencové krouzky. Méri ¢tyti az sedm centimetrl na
délku, a pravé tato anatomie brani prichodu inseminacni pipety skrz délozni kréek,
coz zhorsuje oplodriovani pomoci umélé inseminace (Feranti et al. 2013). Vysledkem je,
Ze postup pipety pres délozni Cipek je problematicky vzhledem k obtiznosti lokalizace otvoru
kazdého nasledujiciho, excentricky umisténého prstence. Navic existuje velka variabilita
v morfologickych charakteristikdch kréku mezi plemeny a jednotlivymi bahnicemi, véetné
délky (5-10 cm), poctu krouzkd (3-7), priméru krouzku (1-3 mm) a vzdalenosti mezi krouzky
(3-5 cm) (Candappa & Bartlewski 2011; Alvarez et al. 2019).

Kvali zvlastni anatomii ovciho délozniho kréku je omezeny i objem ejakuldtu (<0,25 ml)
s relativné velkym poctem spermii (Cseh et al. 2012).

3.6.2 Frekvence odbéra

| kdyZ je to Casto prehlizeno, odbér spermatu je prvnim dllezitym krokem v procesu
kryokonzervace (Jiménez-Rabadan et al. 2016). Pocet spermii klesd v po sobé jdoucich
ejakulacich odebranych tentyZ den (Sathe & Shipley 2014).

Kaya et al. (2002) zjistili ve svém vyzkumu, Ze procento mrtvych spermii kolisalo
bez ohledu na frekvenci ejakulace. Morfologicky abnormalni spermie byly zvySené pfi zvysené
intenzité odbéru. Pfi zvySeni frekvence odbéru az na 8krat denné se vyrazné snizila produkce
spermii. Také Leboeuf et al. (2000) zkoumali kvalitu spermii pti zvySenych odbérech u koz
ze 2 na 7 odbéri za tyden pomoci umélé pochvy. Toto zvySeni vedlo k trojndsobnému zvyseni
poctu spermii ziskanych za tyden, avSak doba sexualniho odpocinku mezi odbéry ma pozitivni
vliv na zmrazovani spermii a doporucuje se prodlouZit jeho trvani od 2 dnl v prvni poloviné
rozmnozovaciho obdobi na 3 dny ve druhé poloviné.

3.6.3 Kondice a vyziva

Sest az osm tydn(l pfed zahajenim pfipoustéciho obdobi se u stada ovci posoudi jejich
télesna kondice. V dobé pripousténi ma byt stupen kondice dva a pll az tfi stupné z péti
stupAd moiného hodnoceni. Spatna kondice téla je spojena se sniZenou plodnosti
charakterizovanou zpozdénim (7-19 dni) nebo potladenim fije. Mira ovulace u bahnic se skére
télesné kondice (BCS) '1,5', '2,5' nebo '3' (na méritku '1' az '5') v oéekavané dobé pareni byla
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ve stredné dobrém stavu, kterd byla pred krytim dobfe krmena (bahnice s BCS ,,2,5“ pfi pareni
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ztratily 34 % embryi, ale bahnice ve Spatném stavu pfi pareni ztratily 63 % (Dobson et al. 2012).
Systém posuzovani télesné kondice byl vypracovan v Austrdlii a zdokonalen v Anglii. Spociva
v tom, Ze se pohmatem posuzuje osvaleni, velikost a sila tukového krytu a barva klize v krajiné
bederni. Zjistuje se, zda Ize nahmatat trnové a postranni vycnély obratl. Zarazeni (stanoveni)
télesné kondice se provadi hmatem v krajiné bederni na stojici ovci.

Vétsina charakteristik reprodukéniho cyklu mize byt modulovano prostiednictvim
prizplsobené vyzivy (Fatet et al. 2011). V poslednich letech byly metody stimulace plodnosti
vyZivou zdokonaleny pouzitim krmného Soku neboli ,,flushingu”. Kratkodobé zvyseni krmné
davky v dobé pred zapusténim ma znaény vyznam jen u ovci se Spatnou kondici. Princip je
vtom, Ze ovce Sest az osm tydn( pred zapustécim obdobim dostavaji omezenou krmnou
davku a dojde ke snizeni zivé hmotnosti. Ctyfi tydny pied za¢atkem zapoustéciho obdobi
se ovce zacnou intenzivné krmit, aby zvysily svou hmotnost o 15-20 % (Vanék 2002).
Samoziejmosti je také trvaly pfistup k Cisté vodé. PFi nedostatku napajeni je i nizsi prijem
krmiva a nejsou tak pokryty potfeby bfezi matky a plodu (Axmann & Sedlak 2008).

Spatnd wyZiva midie mit je$té dlouhodobéjsi dlsledky: potomci bfezich bahnic
krmenych 50 % poZadavkd od 28 do 78 dnuU po pareni méli nizsi stresové reakce ve véku
jednoho roku, niZsi koncentrace progesteronu béhem lutedlni faze a vyrazné snizenou
plodnost (Dobson et al. 2012).

Casali et al. (2017) ve své studii poutZili bahnice s BCS 3,0 + 0,1 a provedli cervikalni,
transcervikdlni a intrauterinni laparoskopickou inseminaci. V této kombinaci se ukdazala
laparoskopicka inseminace nejlepsi (50,2 %) oproti metodam cervikdlni (36,0 %)
a transcervikalni (42,3 %).

3.6.4 Vék

Vék bahnice vyznamné ovliviiuje plodnost. Podle vyzkumu Anel et al. (2005) po jednom
a pul roce véku klesa natalita o 2,07 % roc¢né. Nejlepsi mira plodnosti byla zaznamenana u
bahnic ve véku jednoho a pUl az ¢tyr a pal roku. Tyto vysledky mizeme pro porovnani vidét na
obrdazku €. 7, ktery zndzornuje vyvoj zabrezavani po Al v zavislost na véku bahnice.

70

65 —¥—=AIV —O—AIL

6l 1
w551
c y=54.857-2.0714 x
\(G 50 4 5
> R’ =0.6997
‘™ 454
()] y=137.676-1.7429 x
w40 S )
i) R* =0.7298
g 351

30 4

25 -

20 T T T T T T

<1.5 1.5-2.5 2.5-3.5 3.5-45 45-5.5 5.5-6.5 >0.5

Vvék
Obrazek ¢. 7 Vysledek vyvoje zabrezavani po umélé inseminaci podle véku bahnice
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Maly rozdil zabfezavani byl pozorovan mezi 18mési¢nimi kozami a dospélymi kozami
po laparoskopické umélé inseminaci (Leboeuf et al. 2000). | u beran( ¢i u kozlG hraje vék
dllezitou roli. Ovsem Bartlewski & Candappa (2015) ve své studii nezjistili Zadnou vyznamnou
korelaci s vekem ovci a cervikalni propustnosti.

3.6.5 Rocni obdobi a teplota

Sezénni chov se vyvinul, aby synchronizoval narozeni mladdat s obdobim pfiznivych
teplot a vyzivy, ale dnes vyznamné omezuje flexibilitu vyroby (Notter 2012). Hlavni faktor
prostredi ovliviiujici sezonni chov malych prezvykavcl je kazdoro¢ni zména délky dne (Fatet
2011). Snizovani délky dne u malych preivykavcl stimuluje nastup reprodukéni Cinnosti
zvy$enim melatoninu z epifyzy. Podle Cunata et al. (2013) je tfeba, v pfipadé pouZiti
inseminace mimo sezonni obdobi, mit stale na zfeteli, Ze u vétsiny plemen ovci je dominantni
sezonni vyskyt fije a tento fenomén do znacné miry ovliviiuje kvalitu spermatu i embryi
a tim i % brezosti. A proto se napfiklad u ovci pouziva usmérfiovani svételného rezimu.

Anel et al. (2005) zkoumali rozdily v zabfezavani po umélé inseminaci v zavislosti na
rocnim obdobi. Jejich vysledky mlZeme vidét v ndsledujici tabulce €. 1, kterd ukazuje,
Ze vobdobi zafi-leden bylo % zabfezavdni nejlepsi jak pfi vagindlni umélé inseminaci,

evvs

pozorovany v obdobi ¢ervenec-srpen u obou metod inseminaci.

Tabulka €. 1 Zabfezavani podle techniky umélé inseminace a sezény

Obdobi % zabfezavani/celkova Al

AlV AlL
Zati-leden 35.53 (1821/5125) 46.88 (5334/11379)
Unor-¢éerven 29.79 (3566/11969) 43.96 (6077/13823)
Cervenec-srpen 22.72 (122/537) 38.95 (629/1615)

Zdroj: Anel et al. 2005

vV

Pfi podrobeni bahnic teplotam 40 °C po superovulaci projevovaly o 10-20 % méné sexualni
aktivity ve srovnani s bahnicemi podrobenymi teploté 19 °C. Teplotné stresované bahnice
mély fiji o 5 hodin pozdéji a byla o 6 hodin kratsi (Dobson et al. 2012). Tejedor et al. (2016) ve
své studi uvadi, Ze pfi teploté od 5 °C do 25 °C pfi umélé inseminaci doslo k nejvyssi hodnoté
zabrezavani.

Abecia et al. (2016) délali vyzkum ohledné vlivu meteorologickych podminek na
zabrezdvani koz. Stfedni, maximalni a minimalni okolni teploty (°C), stfedni relativni vihkost
(RH) (%), stfedni slunecni zareni (SR) (MJ/m2), a celkové srazky (mm) v kazdy inseminacni den
byly ziskany z meteorologické stanice vyzkumného stiediska IFAPA pro kozi farmy a z nejblizsi
meteorologické stanice pro ovéi farmy. Ve vsech pfipadech byla nejblizsi stanice < 40 km od
farmy. Porodnost byla 58 % (kozy) a 45 % (ovce). VSechny meteorologické proménné
s vyjimkou sraziek v den Al se vyznamné liSily mezi kozami a ovcemi, které zabrezly,
a témi, které ne. U koz byly stfedni, maximalni, minimalni a efektivni teploty a SR vyrazné vyssi
a RH a THI (index teploty a vlhkosti) vyrazné nizsi u Uspésnych inseminaci nez u nedspésnych
inseminaci. Kozy, které byly inseminovany v ramci THIS72 "bez tepelného stresu”, mély
vyrazné vyssi porodnost (65 %) neZ kozy vystavené "mirnému tepelnému stresu" (THI=73-77,
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61% zabtezavani). Vztahy mezi meteorologickymi proménnymi a Uspéchem zabrezavani u ovci
byly podobné jako u koz. Stupen tepelného stresu a zabrezdvani po Al byly negativné
korelovany. Bahnice, které byly inseminovany pfi "tézkém tepelném stresu"(THI>90), mély
nejmensi podil zabfezavani (37 %). Pokud byly bahnice inseminovany ,,bez tepelného stresu”,
byla mira zabfezavani 45%. Tyto vysledky ndm zobrazuje tabulka €. 2.

Tabulka €. 2 Zabfezavani koz Payoya a ovci Rasa Aragonesa a stupen klimatického stresu v den
umélé inseminace (THI<S72 = Zadny tepelny stres; 73—-77 = mirny; 78—89 = stfedni; 290 = silny
tepelny stres; Fuquay 1981 ve Spanélsku

Tepelny stres

Bez tepelného stresu Mirny Stredni Tézky
Kozy 65% 61 % 58 % -
Ovce 45% 42 % 47 % 37 %

Zdroj: Abecia et al. 2016
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4 Zaveér

Uméla inseminace u malych prezvykavcl je neustdle se zlepSujici biotechnologickou
metodou. Stale je vSak pomérné malo rozsifend, i kdyZz v porovnani s predchozimi roky se jeji
vyuZiti v praxi rozsitilo, hlavné kvali zlepSeni kryokonzervace spermatu.

Je limitovdna mnoha faktory, z nichZ hlavni je anatomie reprodukéniho aparatu ovci a koz,
dalsimi jsou napfriklad vék, frekvence odbéru ejakuldtu ¢i rocni obdobi a teplota. DalSim
limitujicim faktorem je nedostatek zkusenych a proskolenych technikd., Zaroven je ovlivnéna
i snizujici se kvalitou spermii béhem kryokonzervace a skladovani.

U malych prezvykavcl se pouzivaji rGzné metody inseminace v zavislosti na druhu
konzervace pouzitého semene. Laparoskopicka intrauterinni metoda se pouziva pfiinseminaci
zmrazenym a rozmrazenym spermatem, ale je zde mnoho vlivli, které mohou pozménit i
zhorsit procento zabrfezavani jak béhem zmrazovdni, tak rozmrazovani. Nejvyssi mira
zabrezavani je pfi intracervikalni inseminaci cerstvym spermatem ihned po odbéru. To je
ale znemozZnéno provadét vétsSinou vzdalenosti mezi mistem odbéru a bahnici. Variantou je
tedy inseminace chlazenym spermatem, kde je ale tfeba prozkoumat dalSi mozné varianty
skladovani a fedéni tak, aby kvalita chlazeného ejakulatu byla i po 72 hodinach skladovani
efektivni.

VétsSina vyzkumuU se zaméruje na prizplsobeni inseminacnich pipet anatomické stavbé
pohlavniho aparatu ovci a koz, coz se ale zatim ukazuje jako nevhodné, v ramci meziplemenné
variability. Souc¢asné se mnohé vyzkumy soustredi na zlepSeni hodnoceni spermatu pomoci
riznych metod a pfistrojii (CASA, HOS, fluorescencni mikroskopie, pritokova cytometrie).
Jako nadéjné se jevi kombinace CASA a priatokové cytometrie. Zejména specialni metody
hodnoceni (HOS, ROS, CASA) se jevi jako velmi rychlé a uzite¢né.

V neposledni fadé se védci sousttfedi i na hormonalni ovlivhovani fije. Zatim neni moznost
jejich plného nahrazeni jinymi, pomocnymi metodami (beranni efekt, ovlivihiovani svételného
dne), jelikoz jsou tyto pomocné metody nedostacujici a je stdle potfeba vyuzivat hormonalni
oSetfeni ovci i koz.

Vétsina vyse zminénych vyzkumi byla vyzkousena v laboratornich podminkach se
slibnymi vysledky, ale i pfes to je tfeba se jesté zaméfit na zlepSeni kryokonzervace spermatu
berana a kozla, vzhledem kjejich odlisSnému sloZeni a vyzkousSet dalSi moZznosti
kryokonzervacnich prostfedkd. Déle je dulezité optimalizovat laparoskopickou inseminaci u
ovci a koz tak, aby se zvySilo procento zabfezavani a dala se pouzit i v polnich podminkach bez
potfeby veterindrniho Iékafe a tim snizit potfebné naklady a ¢asovou narocénost.
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6 Seznam pouzitych zkratek a symbolt

Al
CR
CCa
PMSG
¢su
CASA
EE
DIC
tj.
tzv.
LED
CFDA
FCM
PSA
PNA
WHO
HOS
ROS
duTP
TUNEL
PBS
Tris
BUS
CIDR
BCS
AlV
AlL
THI
3D

uméla inseminace

Ceska republika

pfiblizné, v latiné se piSe jako circa
korisky sériovy gonadotropin
Cesky statisticky urad

Computer Aided Sperm Analysis
Elektroejakulace

Differential interference contrast microscopy
toje

takzvany

Light-Emitting Diode
Karboxyfluorescein diacetat

flow cytometry

Pisum sativum aglotinin

Arachis hypogaea aglotinin

World Health Organization
Hypoosmotic swelling test
Reactive oxygen species
deoxyuridin trifosfat

Terminal deoxynucleotide transferase dUTP Nick End Labelling
Phosphate Buffered Saline
trisaminomethanu

Bulbouretralni zlaza

Controlled internal drug release
Body Condition Score

Uméla inseminace vaginalni
Uméla inseminace laparoskopicka
temperature humidity index
trojdimenzionadlni
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