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Soucasny stav umélé inseminace v chovu ovci a koz

Souhrn

Umeéla inseminace v chovu ovci a koz je stejné jako u ostatnich hospodarskych zvirat
zadanou a rozvojovou metodou reprodukce, i kdyZz se v dnesni dobé na nasem Uzemi pfilis
nevyuziva. Je tomu zfejmé kvuli nedostate¢né poptavce po inseminacnich davkach, ktera je
spojena s poklesem poctu chovanych zvifat u nas.

K inseminaci lze vyuzit nékolik metod, které se liSi v misté uloZeni inseminacni davky
do reprodukéniho uUstroji samice. Nejvice vyuzivanou metodou je intrauterinni laparoskopicka
inseminace, pfi které je sperma vpraveno pfimo do déloZnich roh( samice. Tento postup je
nejcastéji popisovanou metodou umélé inseminace samic malych prezvykavcl v zahrani¢nich
zdrojich. Jedna se o neinvazivni metodu, pti které je dosahovano nejlepsSich vysledki
zabfezavani, a to hlavné u ovci, u kterych je kvuli jejich ¢lenitému déloznimu krcéku takrka
nemozné provést Uspésnou inseminaci jinym zptsobem.

Pfed samotnou inseminaci se v chovech ovci a koz provadi synchronizace fije. Tu lze
vyvolat bud’ pfirozenymi, nebo umélymi zplsoby. Mezi pfirozené zplsoby, vyuZivané
predevsim v ekologickych chovech, patfi ,samci efekt” nebo , fizeni svételného dne”. K umélé
synchronizaci fije patfi vyuziti gestagena, prostaglandini nebo melatoninu.

Aby mohlo dojit k inseminaci samic, je za potfebi inseminacnich davek, které se
ziskavaji odbérem ejakulatu od provérenych a geneticky cenénych plemenikl. Odbér se
provadi nej¢astéji za pomoci umélé vaginy. Lze ale také vyuZit elektroejakulaci, nebo metodu
odbéru spermatu nazyvanou TUMASG. Po odbéru dochazi k vysetfeni a hodnoceni spermatu.
Hodnoti se objem, koncentrace, motilita, ale i dalsi dllezité vlastnosti ejakulatu. K hodnoceni
se vyuziva fada metod. V této praci jsou zminény metody CASA, FAST, Pritokova cytometrie,
Spektrofotometrie a Hemocytometrie. Pfed chlazenim a mrazenim se ke spermatu pridavaji
vhodna fedidla s obsahem kryoprotektiv. Ty maji za nasledek Upravu koncentrace spermii a
jejich ochranu pred chladovym Sokem, kterému jsou spermie vystaveny béhem zmrazeni.
Dalsim krokem je plnéni do pejet/pelet.

Inseminaci lze provést cerstvym, chlazenym nebo mrazenym spermatem. Pro
dlouhodobou konzervaci inseminacnich davek se dnes vyuziva hlavné vyhod tekutého dusiku.
Do budoucna je vSak tendence ke konzervaci a uskladnéni davek pfi bézné teploté a bez vyuziti
tekutého dusiku.

Klicova slova: ovce, kozy, inseminace, hodnoceni semene, inseminacni davka



Current knowledge about sheep and goat artificial
insemination

Summary

As with other livestock, artificial insemination in sheep and goat farming is a desirable
and developing method of reproduction, although it is not widely used in our territory these
days. This is probably due to the lack of demand for insemination doses, which is associated
with a decrease in the number of animals kept in our country.

Several methods can be used for insemination, which differ in the location of the
insemination dose in the female reproductive system. The most commonly used method is
intrauterine laparoscopic insemination, in which sperm is introduced directly into the uterine
horns of females. This procedure is one described method of artificial insemination of female
small ruminants in foreign sources. This is a non-invasive method which achieves the best
conception of conception, especially in sheep in which their cervical member is affected so as
to perform a successful insemination in another way.

Prior to insemination itself, oestrus is synchronized in sheep and goat farms. This can
be induced in either natural or artificial ways. Natural methods, used mainly in organic
farming, include the "male effect" or "light day control". Artificial synchronization of oestrus
includes the use of progestogens, prastaglandins or melatonin.

In order for insemination of females, insemination doses are needed, which are
obtained by taking ejaculate from proven and genetically valued stallions. Collection is most
often performed with the help of an artificial vagina. However, it is also possible to use
electroejaculation or a method of sperm collection called TUMASG. After collection, the
semen is examined and evaluated. Volume, concentration, motility, as well as other important
properties of ejaculate are evaluated. A number of methods are used for evaluation. CASA,
FAST, Flow Cytometry, Spectrophotometry and Hemocytometry are mentioned in this work.
Prior to refrigeration and freezing, suitable cryoprotective diluents are added to the semen.
These result in an adjustment of the sperm concentration and their protection against the cold
shock to which the sperm will be exposed during freezing. The next step is filling into pellets /
pellets.

Insemination can be performed with fresh, chilled or frozen semen. Today, the
advantages of liquid nitrogen are mainly used for the long-term preservation of insemination
doses. In the future, however, there is a tendency to preserve and store batches at normal
temperatures and without the use of liquid nitrogen.

Keywords: sheeps, goats, insemination, seed rating, insemination dose
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1 Uvod

V chovu ovci a koz se uméla inseminace vyuziva jiz fadu let. V zahranici je vSak technika
umélé inseminace pouzivana Castéji. Je tomu tak hlavné v zemich s bohatou tradici chovu ovci
a koz, kterou je napfiklad Francie, pro kterou je typicka produkce kozich a ov¢ich produktd.
Produkce vyrobkl, spojena s chovem ovci a koz, je zavisla na sezénni reprodukci malych
prezvykavcl. Poptavka po téchto produktech je vSak po cely rok. Proto je vyvijen tlak na
reprodukci zvifat i mimo pfirozené pripoustéci obdobi, se kterou je spojeno vyuZiti umélé
inseminace a synchronizace fije.

Inseminace ma fadu vyhod. Mezi ty hlavni patfi maximalni vyuZiti potencialu vysoko
cenénych plemenikl a zamezeni prenosu pohlavnich chorob mezi zvifaty. Pro
drobnochovatele mize byt pouZiti umélé inseminace ulehéenim prace v obdobi pfipousténi.
Pti chovu jednoho nebo dvou kus( zvitat se nevyplati chovat kozla nebo berana pro ucel
pripousténi. Rijice se samice se v tuto dobu musi komplikované ptepravovat k samci, kde
dochazi k tzv pfipousténi z ruky, coz je pfirozend metoda reprodukce. Pti tomto zpUsobu se
dosahuje nejlepSich vysledkl zabreznuti. Chovatelé plemenik(i vSak ¢asto neumoZniuji
pripousténi cizich zvifat, nebo vyzaduji testy, které dokladaji absenci pohlavnich nakaz.
Chovatel také musi ¢asto vaZit dlouhou cestu ke vhodnému samci. Reenim miiZe byt pravé
umeéla inseminace, kdy si chovatel objednda poZadované inseminacni davky a budto sdm nebo
za pomoci inseminacniho technika, inseminuje sva zvifata, a tim se vyhne komplikacim
s pfepravou samic ksamci. Inseminace také otevira moZnost zahrani¢niho obchodu
s genetickym materidlem beran(l a kozlu.

Uméld inseminace je Siroce vyuzivand v chovu skotu. U malych prezvykavc( vsak zatim
neni zcela naplnén potencidl inseminace. Nejvétsi prostor pro zdokonaleni je ziejmé
v konzervaci semene. U mrazenych inseminacnich ddvek se zatim nedosahuje takové miry
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zabtezavani, jako u Eerstvého nebo chlazeného spermatu. Zddané je také dlouhodobé

v

skladovani pfi pfijatelnych teplotach.



2 Cil prace

Cilem bakalarské prace bylo shrnout a ucelit co nejvice dosavadnich informaci
tykajicich se metodiky a vyuZziti umélé inseminace v chovu ovci a koz. Snahou bylo ziskat
prevahu informaci ze zahrani¢nich zdroj(, jelikoz obsahuji pokrocilejsi a novéjsi informace.



3 Literarni reserse
3.1 Inseminace ovci a koz

Uméla inseminace je vysoce ucinna technologie v chovu malych prezvykavcQ. Hlavné
pak v intenzivnich chovech. Zrychluje geneticky pokrok v populaci, zvySuje geneticky potencial
samcU a tim usnadriuje mezinarodni obchod berani a kozlU a pfispiva k zachovani genetickych
zdroju. Umoznuje lepsi kontrolu reprodukce a pfispiva ke zdravi zvitat kontrolou infekénich
chorob, které jsou prenosné pomoci ptirozené plemenitby (Casali et al. 2017).

Inseminace je mozna jak u ovci, tak koz. V dnesni dobé vsak neni pfilis praktikovana.
Obecné se inseminace ovci a koz provadi spiSe v zahranici, kde je dosazeno lepSich poznatkd
v této discipling. Cunat et al. (2013) uvadi, Ze je u nas hlavnim problémem absence poufiti
synchronizace fije a také obtiZznd detekce doby ovulace u velkych stad (Fonseca et al. 2017).
Podle Jiménez-Rabaddan et al. (2016) se uméla inseminace u malych prezvykavcl nejcastéji
provadi Cerstvym spermatem, jelikoz zmrazené sperma obvykle dosahuje nizsi miry
oplozenischopnosti. Kryokonzervace spermii (metoda zmrazeni a uchovani spermii) je vsak
dllezita pro zlepseni plemenné hodnoty a pro maximalni vyuziti potencialu plemenika.

3.1.1 Vyznam inseminace

Uméla inseminace vchovu malych prezvykavcl byla velkym pokrokem v fizeni
reprodukce. Nyni je hlavnim nastrojem, pomoci kterého mizeme ridit programy genetického
vybéru ovci a koz. Hlavni prednosti inseminace je plnohodnotné vyuzZiti genetického
potencidlu Zadanych plemenikd. Inseminace umoziiuje kontrolu reprodukce, rychlejsi
testovani potomk a tim rychlejsi geneticky pokrok (Colenbrander et al. 2003). Dalsi vyhodou
je reprodukce mimo pfirozené pripoustéci obdobi s naslednym zvySenim ekonomiky chovu.
Diky vyuziti umélé inseminace dochazi k mnohonasobnému narlstu potomkl po vynikajicim
plemenikovi, s Zddanym genetickym materialem. Dalsi vyhodu je produkce inseminacnich
davek do mnoha chovi po celém svété, ¢imz dochazi k rozsifeni genetického materialu bez
rizika Sifeni pohlavnich i dalSich ndkaz, ke kterym dochazi pfi pfirozené plemenitbé
netestovanych jedincl. Prikladem Slechtitelského vyuZiti inseminace je chov ovci v Australii,
kde bylo pfi pfirozené plemenitbé ziskano 22 jehniat po jednom beranovi za rok. Pfi pouzZiti
inseminace Cerstvym spermatem se narodilo 500 jehriat po jednom beranovi za rok. Pfi pouziti
mrazeného spermatu, které bylo odebirdno po cely rok, pti 9 odbérech tydné, ziskal chovatel
od jednoho berana 12 000 narozenych jehnat (Kulovana 2012). To je tedy hlavni vyhodou
inseminace provadéné u malych prezvykavcd, kdy jsme schopni od jednoho plemenika ziskat
nékolikanasobné vétsi pocet Zivotaschopnych potomkl, coZz prirozend plemenitba
genetické rozmanitosti pavodnich plemen malych prezvykavcl. U téch doslo v poslednich
letech ke znaénému poklesu, z didvodu chovu komercnich vysoce produktivnich plemen,
vzniklych za pomoci Slechtitelskych technik (Lv et al. 2019).
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Diky vysSimu poctu oplodnéni schopnych samic nardsta i narok na plodnost samct. To
vede k rozvoji reprodukénich programd hlavné v oblasti umélé inseminace, i kdyz se zatim
zdaleka nedosahlo potenciadlu tohoto odvétvi. Napriklad ve Francii dochazi k vyuziti umélé
inseminace zhruba u 10 % koz, chovanych na produkci mléka. Ve Spanélsku se jedna pouze o
1 % celkové populace. To ma za nasledek pomalou reakci na praci Slechtitelskych programa
(lannuzzi et al. 2021).

3.1.2 Priprava ovci a koz k inseminaci

3.1.2.1 Vyvolani plodné fije

Pfed samotnou inseminaci musi dojit u ovci a koz k nastupu fije. Koza, stejné jako ovce,
je zvite sezéné polyestrické. To znamen3, Ze k fiji dochazi v cyklech, které se opakuji v intervalu
po 13-21 dnech, v priméru vsak po 17 dnech u ovci (Schoenian 2019) a po 21 dnech u koz.
Samotna fije trva zhruba 24-36 hodin a je ovlivnéna individualitou samice. V obdobi sezénni
reprodukce dochdzi k samovolnému nastupu fije diky zkracovani svételného dne. Pohlavni
aktivita ovci a koz je také zavisla na ro¢nim obdobi, délce produkéniho obdobi nebo na poradi
vrhu (ZOOTECHNIKA.CZ 2009). V tomto obdobi tedy vétSinou nedochazi k aplikaci |éciv na
vyvolani fije. Jinak je tomu mimo pripoustéci obdobi. Doba vhodnd kinseminaci po
pfirozeném nastupu fije se doporucuje 12-18 hodin od zacatku fije (Kulovana 2002).

Rije u ovci a koz probiha zhruba od srpna do prosince. Rozdily v dobé néstupu fije zavisi
zejména na zemépisné Sirce, ale také na plemenné pfislusnost a individualité zvifat. U koz a
ovci chovanych ve stfedomoti dochazi k obnové pohlavniho cyklu v rozmezi srpna az zafi,
zatimco u zvifat chovanych v nejsevernéjsi ¢asti Evropy dochdzi k nastupu mezi fijnem a
listopadem (Gomez-Brunet et al. 2012). V rovnikovych oblastech nasi planety muaze diky
geografickym podminkam prostredi dochazet u koz a ovci k rizné vyraznym projevim fije po
cely rok (Berankova 2007). Znamena to tedy, Ze ¢im blize rovniku se staddo vyskytuje, tim bude
reprodukéni obdobi delsi, a naopak bude kratsi obdobi anestru. K plemen(m, u kterych se
vyskytuje delsSi obdobi fije patfi Dorset, Merino nebo Karakulskd ovce (Schoenian 2019).
Celorocni projevy fije se mohou vyskytovat také u ovci plemen vychodofriskd, romanovska a
finska (Kulovana 2002). K nejdelSimu reprodukénimu obdobi, u nds chovanych ovci, dochazi u
plemene bergschaf, které dosahuje délky plodného obdobi 250 dni, nasleduje
merinolandschaf a merino s 200 dny dlouhym estralné aktivnim obdobim a texel se 130 dny.
Asi 10 % ovci prodélava celorocni pohlavni aktivitu a to tehdy, pokud jsou samice chovany
spolecné se samci (Kulovanda 2002).

V nasi zemépisné Sifce dochazi k nastupu fije v druhé poloviné srpna a k opakovani
fijovych cykld mlzZe dochazet az do prelomu listopadu a prosince. V nékterych pripadech mize
dojit k nastupu rijovych cyklt také v jarnim obdobi, avsak projevy fije nejsou tak silné, jako je
tomu u zvifat fijicich se na podzim (Kulovand 2002). Samice evropskych plemen ovci a koz
prodélavaji mimo reprodukéni obdobi sezénni anestrus, ktery konci v prelomu srpna a zafi,
kdy dochdzi k opétovnému nastupu fije. Sezdnni anestrus ma za nasledek primy dopad na
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ekonomiku produkce a udrzitelnost vyrobniho procesu, jelikoz se v pribéhu roku zna¢né méni
cena masa a mléka, podle dostupnosti téchto komponent(i (Chemineau et al. 2007).

Pfed samotnou fiji mUze dojit k uplatnéni tzv. ,flushingu®. Flushing se vyuZiva hlavné u
ovci a koz se Spatnou télesnou kondici. Asi mésic pred pldnovanym pfipousténim samic
dochazi ke zvyseni energie a bilkovin, aby doslo ke zlepSeni vyZivné kondice. Idealni kondice
pro zapusténi samic je na urovni 3-3,5 BCS (body condition score). Vyhodou krmného Soku je
zvyseni plodnosti ovci a koz. Flushing by mél byt aplikovan nejdéle mésic po pripusténi, kvl
snizeni ranné embryonadlni mortality (Kuchtik 2015).

3.1.2.2 Synchronizace fije

Sezénni reprodukce v chovu ovci a koz je hlavnim omezujicim Cinitel, ktery brani
v rozvoji tohoto odvétvi (Pellicer-Rubio 2019). V dlsledku tohoto fyziologického omezeni
dochazi ve vétSiné zemi k naruSeni vyrobnich procest spojenych sprodukci mléka a
k naslednému nedostate¢nému zdsobovani trhu kozimi a ov¢imi produkty (Balaro et al. 2019;
Netto et al. 2020). U reprodukce malych prezvykavcl je tlak na docileni pfipousténi plemenic
i mimo pfipoustéci obdobi, tedy v dobé anestru, aby byla zajisténa dostatecna produkce masa
a mléka mimo pfirozené pripoustéci obdobi. To by mélo za nasledek udrzeni ekonomiky chovu
a vyrobnich procest béhem celého roku. Synchronizace fije ma vsak vliv nejen na zlepseni
ekonomiky chovu, ale také na dosazeni lepsSich vysledk( reprodukce chovu a Slechtitelského
pokroku. Velkou vyhodou je pak také snadnéjsi prace v ramci krmeni a péce o samice. Pokud
se samice ve stadé nachdazeji ve stejné nebo podobné reprodukéni fazi, poté mlizeme zvifata
krmit stejnou krmnou ddvkou, stejného sloZeni, bez vétsich rozdill. To ma za nasledek zvyseni
efektivnosti a rychlosti prace (Pellicer-Rubio et al. 2019).

Pro tento ucel dochdzi k synchronizaci fije, kterou lze rozdélit na synchronizaci
pfirozenym nebo naopak umélym zplisobem. Mezi pfirozené zplsoby ovlivnéni nastupu fije
patfi fizeni fotoperiody a nahlé zarazeni samce do stada (ram/buck effect). U umélého
zpUsobu synchronizace fije, se v dneSni dobé vyuzivad fada pripravk( na bazi gestagend,
prostaglandinl nebo melatoninu (Filip¢ik & PeSan 2019).

3.1.2.2.1 Rizeni svételného dne

V soucasné dobé dochazi ke kontrole sezonni reprodukce pomoci fotoperiodicity u
vSech hospodarskych zvifat obou pohlavi. Vyuziva se k tomu stfidani inhibi¢nich a stimulacnich
fotoperiod. Pokud pfi tomto osSetfeni nedochazi k aplikaci melatoninu, ale jednd se pouze o
vyuzivani pfirozeného svétla, jedna se o neinvazivni metodu, kterd ma do budoucna Siroké
uplatnéni, vzhledem ksoucasnému tlaku na zlepSeni ekologické udrzitelnosti chov(
(Chemineau et al. 2007). V chovech koz, kde je cilem pfipousténi v jarnim obdobi (duben-
kvéten), se uplatriuje aplikace tzv ,dlouhého dne” béhem zimniho obdobi, pouZitim umélého
svétla. Nasledné na samice béhem zacatku brezna plsobi pfirozend fotoperioda, tedy
pUsobeni kratkych dnd. Nasledné dochazi k nastupu fije asi 60 dni po ukonceni inhibi¢niho
obdobi. Pro nastup fije v letnich mésicich se na konci zimy nechaji zvifata vystavit kratkému
plUsobeni dlouhych dni, nebo je vyuzito pfirozeného dlouhého dne na zacatku jara. Stimulacni
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faze je pak vyvolana zavedenim melatoninu prostiednictvim podkoZnich implantatd. K fiji
dochazi 60 dni po aplikaci melatoninu. Timto zplisobem Ize reprodukci ovlivnit také v chovu
ovci, nicméné k tomu dochazi jen malo (Pellicer-Rubio et al. 2019). Pfi aplikaci dlouhych dnu,
musi na zvifata plsobit svétlo alespon 16 hodin. Zatimco pfi kratkém dnu je délka plsobeni
svétla asi 8 az 12 hodin (Pellicer-Rubio et al. 2019). U samic malych prezvykavcl se dostavuje
pohlavni aktivita po zkraceni svételného dne, ke kterému dochdzi asi 4 az 6 tydn(i po nejdelSim
dnu v roce.

Na kozich farmach, se vyuziva stfidani dlouhého a kratkého dne (LD-SD, long day-short
day) spolecné s vyuzitim samciho efektu, kdy je do stdda pridélen samec, kvili vyvolani
ovulace a fijového chovani. Pfi takovychto podminkach Ize udrzet mimosezénnost pripousténi
dlouhou dobu na vysoké urovni (Chemineau et al. 1996). V subtropickych oblastech, kde neni
sezénnost tak vyrazna jako v mirnych oblastech, nemusi dojit k oSetfeni samic za predpokladu,
ze doslo k oSetfeni samct pomoci uplatnéni LD (long day). Dochazi i tak k vysoké ovulaci koz a
k zabfezavani po pfirozené plemenitbé (Delgadillo et al. 2002; Delgadillo et al. 2004). U bahnic
dochazi k produkci jehfiat mimo pfirozené pripoustéci obdobi hlavné za pomoci hormonalniho
oSetfeni (FGA, eCG).

3.1.2.2.2 Samci efekt

U samic ovci a koz Ize docilit preruseni obdobi anestru zafazenim sexualné aktivniho
samce do stdda. Ve stddé dojde k synchronizaci fije a vétSina samic zacne ovulovat diky
plUsobeni samcich feromond. Tento zpUsob vyvolani fije byl nejprve popsan u ovci a az poté u
koz. U ovci byl pojmenovan jako tzv berani efekt (ram effect), u koz pak jako , buck effect”
(Shelton 1960). Po pfipojeni samce ke stddu samic, které prodélavaji pfirozené obdobi
anestru, dochazi velmi brzy k aktivaci ovarialnich, folikularnich a lutedlnich hormonalnich drah
(Meza-Herrera et al. 2017). K zafazeni samce do stadda dochdzi vétSinou 3 tydny pred za¢atkem
pripoustéciho obdobi (Kulovand 2002). Po zapojeni samce ke stddu, dochdzi k prvnim
projeviim Fije za 20-24 hodin (Stolc et al. 2007). K synchronizaci a nastupu fije dochazi pouze
u samic, které neprodélavaji fijovy cyklus. Na plemenice, u kterych jiz nastal fijovy cyklus, tento
efekt neplsobi. Cilem zarazeni berana do stada neni pripusténi samic, avSak pouze stimulace
samic. Ktomuto Ucelu se vyuZivaji samci, tzv. prubifi nebo vasektomovani samci. Jsou to
samci, ktefi plsobi stimulaéné na samice a zdroven vyhledavaji jejich fiji (SCHOK 2021).

Tento zpUsob je vSak naro¢ny na organizaci prace, jelikoz na velkych farmach, s velkym
poctem chovanych ovci a koz, je pro tento ucel zapotirebi hodné samct. Z toho divodu dochazi
k pouziti samcich feromond, které maji pozitivni odezvu chovateld, jelikoz jsou feromony,
oproti hormonalni Ié€bé, vnimany jako pfirodni latky. Problémem by mohl byt zdkaz pouziti
feromonl v ekologickych chovech, avsak feromony nejsou povaZzovany za hormony, tudiz
jejich pouziti neni v rozporu se zakonem (Lurette et al. 2016). Jednim z cild samciho efektu je
omezeni pouziti hormonu v reprodukci mimo sezénni obdobi, a to hlavné pfi pouziti umélé
inseminace (Pellicer-Rubio et al. 2019). Tento zpUlsob je v chovu malych prezvykavcl metodou
vyvolani fije bez pouziti synteticky vyrobenych hormon(, coz je nedilnou soucasti ekologickych
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chov(, které nesméji pouzivat syntetické pripravky pro vyvoldni nebo synchronizaci fije
(Lurette et al. 2016).

Z praktického, ale i ekonomického hlediska, ma pouziti samciho efektu v chovu ovci
fadu vyhod. NejdulezitéjSimi je mozZnost dfivéjsSiho nastupu puberty u mladych jehnicek
(ZOOTECHNIKA.CZ. 2009), dale drivéjsi vyvolani fijovych cykll u samic po porodu a
v neposledni Fadé vyvolani fije i v obdobi anestru, jakoZzto i synchronizace fije vtomto obdobi
(Tendrio Filho et al. 2016). Uplatnéni tohoto efektu v chovu ovci mize zpUsobit nardst a
pravidelnost produkce po cely rok (Ferreira-Silva et al. 2016). Samciho efektu maze byt také
vyuzito spolecné s pouzitim léciv aplikovanych samicim, k dosaZeni kratSiho sezonniho anestru
a k omezeni vyskytu kratkych Fiji u ovci po porodu (Monreal et al. 2009). Podle Ferreira-Silva
et al. (2017) oSetreni progesteronem a inzulinem u bahnic vystavenych beranimu efektu, mélo
za nasledek zvyseni vyrobnich naklad(, bez zlepSeni reprodukéni vykonnosti.

Podminkou samciho efektu je oddéleni samce pred planovanou synchronizaci alespon
na 6 tydnu. Samice nesmi samce vidét, slySet ani citit jeho pach, aby po zafazeni samce do
stdda, samice co nejlépe reagovali na jeho pritomnost (Schoenian 2019). U stdd ovci, které se
nachazeji v hlubokém anestru, mize byt reakce na samce pouhych 50 % (Louda & Hegedusova
2009). Samci efekt mlze byt pfi synchronizaci fije kombinovan také napfiklad s flushingem
(Kulovana 2002).

3.1.2.2.3 Metody umélé synchronizace fije

V poslednich letech doslo k vyvinuti metody umélé inseminace v pevném case (FTAI).
PFi této metodé, neni nutné slozité vyhledavani fijicich se samic, jelikoz je pouZito |1écebnych
metod k umélému a synchronnimu vyvoldni fije. Podle Cueto et al. (2009) je dnes v chovu ovci
s FTAI nejéastéji vyuzivano dvou metod k synchronizaci fije. Jedna se o poutziti intravagindlnich
tampdnu s progestiny v kombinaci s koriskym choriovym gonadotropinem (eCG) a pouziti
raznych rezimu lé¢by pomoci prostaglandin(i. BEZnou metodou pro vyvolani fije je pouziti [éCiv
na bazi progesteronu, coz je latka produkovana Zlutym téliskem. Dochazi k nasimulovani
bfezosti a po odbourani veskerého progesteronu ztéla, dochazi velmi brzy k ovulaci.
Progesteron byl dfive pouzivan na kratkou nebo dlouhou dobu k indukci estru u malych
prezvykavcl béhem obdobi rozmnoZovani (Abecia et al., 2012). Dlouhodoba I[écba
progesteronem (14-20 dnu) vSak byla spojena se snizenou plodnosti u malych prezvykavcu
(Zarazaga et al., 2014).

Nejcastéji na trh je uvddéna lécba popsana Corteelem et al. (1988). Ta zahrnuje 11.
denni Ié¢bu pomoci intravaginalnich tampdnu, které obsahuji FGA (fluorogeston acetat). Dale
luteolytické oSetfeni cloprostenolem a podani eCG 9. den (48 hodin pfed odebranim
tampaonu). Inseminovat ovce po synchronizaci fije pomoci posevnich tampdnd, se doporucuje
48-60 hodin po vyjmuti téchto tampdnu (Kulovana 2002). PouZiti prostaglandini je omezeno
pouze na samice, které prodélavaji cyklickou Fiji. Mezi béiné pouzivané produkty patfi
PGF,alfa a cloprostenol. Cilem aplikace prostaglandin( je zanik CL (Zlutého téliska). Dochazi ke
dvojité aplikaci vrozmezi 11. dnl. Po podani prostaglandind stadu plemenic dochazi
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k synchronizaci fije u 60 az 70 % stada a to za 30-48 hodin po podani (Schoenian 2019). Pfi
pouziti prostaglandin( je dosahovano horsich vysledk( zabrezavani (Kulovana 2002).

PouZitim gestagen( k synchronizaci fije u ovci, se dosahuje standardné dobrych
vysledk(. Gestageny mohou byt do téla aplikovany nékolika zpUsoby. Aplikace je mozna
prostrednictvim krmiva (MGA), implantaci pod k{zi, poSevnimi tampdny nebo pomoci
vaginalnich télisek, tzv CIDR.

CIDR je télisko, vyrobené z lékarskych silikonovych elastomer( a jeho Ucinkem je
uvolniovani léciva v podobé prirodniho progesteronu do téla samice po dobu 12-14 dn(. Pri
neopatrné aplikaci téliska, hrozi poranéni pohlavnich cest samice a stim spojené riziko
infekce. Proto se tento zplsob vyvolani fije nedoporucuje praktikovat u mladych jehnicek.
Vysledky ukazuji, Ze tento produkt dosahuje podobnych vysledk( jako posevni tampdny.
Pouziti CIDRu se uvadi jako nejlepsi metoda synchronizace pred umélou inseminaci, protoze
Ize snadno predpovédét dobu nastupu ovulace. Prokazané vysledky ucinnosti CIDRu jsou
50-60 % u bahnic v obdobi anestru (Kennedy 2008; Schoenian 2019).

PoSevni tampdny obsahuji gestageny, které plsobi pfi nizSich koncentracich nez
pfirodni progesteron. Zavadéji se do pohlavniho Ustroji samice na dobu 9 az 19 dn( a pouzivaji
se spole¢né s PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotropin), ktery se aplikuje po vyjmuti
posevniho tampdnu nebo 48 hodin pred vyjmutim. Rije se u samic dostavuje obvykle po 24-
48 hodinach po odstranéni tampénu (Schoenian 2019). Cunat et al. (2013) doporuduji
inseminovat ovce po synchronizaci fije poSevnimi tampony za 50-60 hodin po jejich vyjmuti.

PodkoZni implantaty jsou pfipravky uréené predevsim pro skot. Jedna se o implantaty,
ktery obsahuje synteticky progestagen a jeho ucinku lze vyuzit i v chovu malych prezvykavc(,
kdy se doporucuje asi tfetinova nebo polovi¢ni davka pripravku pro skot. Na trhu jsou vsak i
podkoZni implantaty uréené ptfimo pro ovce a kozy. Délka plsobeni se pohybuje od 9 do 14
dnl a 2 dny pred koncem ucinku dochazi k aplikaci PMSG nebo PGFalfa. Po ukonceni
plUsobeni podkozniho implantatu dochdzi k ovulaci za 26 az 30 hodin (Mekuriaw 2014;
Schoenian 2019).

MGA (melengesterol acetat) je latka na bazi syntetického progestagenu, pridavana do
krmné davky. Uginkem této latky je potladeni estrélni aktivity. MGA se pouZiva v krmné davce
dvakrat denné, v mnozstvi 0,125 mg, po dobu 12-16 dnU. Pfi této metodé, se navic aplikuje
PMSG (pregnant mare serum gonadotropin), jako sou¢ast hormonalni [écby, 5 az 10 hodin po
poslednim poddni MGA. Rije se dostavuje po 2 a7 2,5 dnech. V pfipadé pfirozené plemenitby
je moZné do stada zapojit samce po 48 hodinach. MGA dosahuje podobnych priimérnych
vysledk( jako CIDR (Kennedy 2008).

Dalsim zpUsobem, jak vyvolat fiji u ovci a koz v anestru, je aplikace melatoninu. Jedna
se o tzv hormon temnoty, protoze se béhem noci uvolfuje prostfednictvim epifyzy. Melatonin
ma za ukol napodobit obdobi zkracujicich se dnl (Schoenian 2019). Zvifata jsou schopna
vnimat délku dne pravé diky melatoninu. Zejména ve stfredomorskych zemich zacind castéji
dochazet k pouziti melatoninovych implantat(, u kterych byla dokazana také zvysena
plodnost. Pfi pouziti melatoninu doslo ke zvySeni o 0,20 jehnéte na bahnici za rok, a to s
Castéjsim vyskyt dvojcat nez troj¢at (Chemineau et al. 1996).
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3.1.2.3 Dilatace ov¢iho délozniho Cipku

Pfi transcervikalni inseminaci ovci je hlavnim problémem prichod skrz anatomicky
komplikovany délozni ¢ipek. K tomuto zpUsobu inseminace se ¢asto vyuziva cerstvé sperma,
kvlli lepSimu zabrezdvani. Tato metoda inseminace dnes neni pfiliS vyuzivana, kvali
komplikovanému provedeni. Pfi aplikaci inseminacni davky skrz délozni cipek, mlzZe dojit
k jeho poranéni inseminaénim katetrem. Re$enim by mohlo byt zvétSeni lumenu délozniho
hrdla. Pro tento ucel je zkoumano mnoho latek, které by dokdzaly délozni hrdlo Iépe
zprachodnit. Mozné je pouziti antagonistll oi-adrenergnich receptorl, které zpUsobuji
kontrakci a relaxaci myometria. Témito blokatory jsou prazosin a tamsulosin. Lokalni aplikace
prazosinu a tamsulosinu na délozni Cipek, zplsobuje vzdalenéjsi aplikaci katétrem do lumenu
délozniho hrdla. Pouzita ddvka blokator(i je 4 mg na zvife. Ndsledkem toho dochazi k vyssi
Uspésnosti inseminace se zmrazenym a rozmrazenym spermatem, jelikoz je diky témto latkdm
aplikovan hloubéji do délozniho krcku (Padilha-Nakaghi et al. 2020).

3.1.3 Metody inseminace

U malych prezvykavcu, predevsim u ovci, je hlavnim problémem inseminace obtiznost
projit déloznim hrdlem diky jeho vyrazné klikatosti (Sathe 2018). Délozni kréek bahnice i kozy
je maly, uzky, tuhy a klikaty kandlek, ktery ztéZuje kanylaci a ukladani spermatu do délohy
(Evans & Maxwell 1987; Kershaw et al. 2005). Z tohoto dlvodu se sperma nejcastéji vklada do
vstupu délozniho kréku (cervikalni inseminace) nebo se vpravuje do délozniho lumenu sténou
délohy laparoskopicky (laparoskopicka inseminace) (Casali et al. 2017). Technika inseminace
Uzce souvisi s vysledky zabiezavani. Cim hloubéji se inseminaéni dévka vpravi do pohlavniho
ustroji samice, tim je dosahovano lepsich vysledk( zabreznuti (Eppleston et al. 1994).

3.1.3.1 Intravaginalni inseminace

Pfi této metodé se inseminaéni davka vpravuje do horni ¢asti poSevni klenby.
Inseminacni pipetu zavadime mirné zvednutou a ddvame pritom pozor, aby nedoslo k zasunuti
pipety do mocové trubice nebo perforaci stény posevni (ZOOTECHNIKA.CZ. 2009; Cunat et al.
2013). Jedna se o nejjednodussi zpusob inseminace. Pfi této metodé neni vhodné pouZziti
mrazeného spermatu a UspéSnost této metody je velmi variabilni (Schoenian 2019).
Doporuceny objem inseminacni davky pro Uspésnou inseminace je 0,3 — 0,5 ml. Pocet
pohyblivych spermii pak 300 aZ 400 x 10° (Macias et al. 2020).

3.1.3.2 Intracervikalni inseminace

Inseminacni dadvka se pfi této metodé aplikuje do délozniho kréku, do hloubky asi 1-2
cm, Cundt et al. (2013) uvadi 1,5 cm. K inseminaci se pouziva posevni zrcadlo, které se vsunuje
10-13 cm hluboko do pochvy. Cim blize k déloze je insemina&ni davka aplikovana, tim je vétsi
Sance pro zabreznuti. Porodnost je pfi pouziti ¢erstvého nebo chlazeného spermatu pfijateln3,
avsak pfi pouziti mrazeného spermatu se dosahuje nevyhovuijicich vysledkl (Schoenian 2019).
K efektivnéjsSimu pouziti cervikdlni metody inseminace byl vynalezen prostredek
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k jednodussimu vpravovani inseminacni davky do téla samice a k vyhnuti se retrogradnimu
toku. Tento prostfedek je oznacovan jako DARIO a pfi jeho pouziti dochazi k hlubokému
ukladani inseminacni davky do délozniho krcku ovci. Za pomoci DARIO dochdzi k vyssi
plodnosti. Potfebné mnoiZstvi inseminacni davky se pohybuje okolo 0,2 ml. Pohyblivych
spermii je pak za potfebi 400 x 10° (Macias et al. 2020).

3.1.3.3 Transcervikalni nitrodélozni inseminace

Inseminacni davka se pfi transcervikdlni nitrodéloini inseminaci, bez pouZiti
laparoskopie, aplikuje za délozni kréek, tedy az na okraj délohy. Tento zpUsob vyzaduje pouziti
poSevniho zrcadla a Sikovnost technika, ktery intrauterinni inseminaci provadi
(ZOOTECHNIKA.CZ. 2009). Tento zpUsob je vSak moZné vyuZit zejména u koz. U ovci je
praktikovana predevsim laparoskopicka inseminace, kvlli nemoZnosti projit déloznim krékem,
ktery je u ovci pfirozené klikatéjsi, a tedy hare proniknutelny (Lv et al. 2019). Velkym rizikem
je poranéni délozniho krcku pfi této metodé, proto se dnes v praxi vyuziva spiSe jinych
zpUsobl umélé inseminace (Carneiro et al. 2019). Pfi této metodé je zapotrebi inseminacnich
davek o objemu 0,1 aZ 0,5 ml a polet pohyblivych spermii by mél byt alespori 60 x 10° (Macias
et al. 2020).

3.1.3.4 Intrauterinni laparoskopicka inseminace

Pfi laparoskopické inseminaci dochazi k pokoreni anatomickych bariér reprodukéniho
Ustroji a k hlubokému intrauterinnimu uloZeni inseminaéni davky. Usp&snost laparoskopické
inseminace je zavisla hlavné na spravné synchronizaci fije a na dokonalé znalosti fyziologie
reprodukéni soustavy samice. Pri samotném Ukonu muzZe dojit k fadé komplikaci, zejména
kvlli nedostatecné pripravé samice, Spatnému provedeni, nebo kvili nedostate¢nému
vybaveni (Sathe 2018). Laparoskopickou inseminaci je doporucené provadét pod mirnou
sedaci. Po dokonceni ukonu je Zadouci, aby oSetfena plemenice sama odesla a byla schopna
okamzité prijimat potravu. Pfi zdkroku muze dojit k ruptufe brisSnich organu, vzniku
subkutdnniho emfyzému, peritonitidy, hematomu, intraabdomindlni adhezi nebo krvaceni
délohy (Sathe 2018).

Pfi intrauterinni laparoskopické inseminaci dochazi k uloZeni spermatu pres sténu
bfisni, pfimo do déloznich rohU. Tento zadkrok je minimalné invazivni a trva asi jen 2-5 minut.
Sathe (2018) odhaduje délku ukonu na 10-15 minut i s pfipravou. Mira poceti se pfi této
metodé pohybuje od 50 do 80 % (Schoenian 2019). Primérnd inseminacni ddvka o objemu
0,05-0,10 ml, potfebna k oplozeni jedné samice laparoskopickou metodou, obsahuje 20-25
milion( aktivnich spermii. To je nizky pocet ve srovndni s intravagindlni a transcervikalni
inseminaci (Cseh et al. 2012, Macias et al. 2020). Z jednoho odebraného a zmrazeného
ejakulatu tak muUzZe byt zapusténo 50 aZz 100 plemenic (Sathe 2018). Dulezitym faktorem pro
uspésnost této metody je vybér vhodnych zvitat. LepSich vysledkd je dosazeno u mladych ovci,
optimalni télesné kondice (Kenyon et al. 2004; Kleemann & Walker 2005). U zvirat, ktera byla
inseminovana pfi hodnotach BCS pod 2 a naopak nad 4, bylo pozorovano snizeni miry brezosti,
diky snizeni Zivotaschopnosti embryi. Doporucend télesnd kondice, ve které by se méli
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udrzovat bahnice béhem obdobi reprodukce, je 2,5-3 BCS (Abdel-Mageed 2009). Na
zabteznuti ma vliv také stres, kterému vystavujeme samice pred planovanou inseminaci. Podle
McCappin a Murray (2011) klesla mira téhotenstvi u bahnic, které byly vystaveny 4 az 6 tydnu
pfed inseminaci stresu, vyvolanému manipulaci a oSetfovanim ovci.

Tento zplsob inseminace je preferovan zejména pfi pouZiti zmrazeného spermatu,
protoZze normalné je plodnost kryokonzervovanych spermii cervikdlni metodou inseminace
extrémné nizkd (Salamon & Maxwell 1995). Kromé toho intrauterinni inseminace vykazuje
vys$si zabrezavani nez inseminace intracervikalni také u spermatu cerstvého (dos Santos-Neto
et al. 2015). McCappin a Murray (2011) uvadi, Ze 70 % bahnic zabfezlo po inseminaci
zmrazenym spermatem, zatim co po pouZiti ¢erstvého spermatu doslo k bfezosti u 58 %
testovanych ovci.

Z téchto davodl je intrauterinni inseminace, provadéna pomoci laparoskopie,
pouzivana ve velkém mnozZstvi ve spousté zemich, prestoze tato metoda vyzaduje veterinarni
odbornost a je narocnéjsi co se tyce prace a vybaveni, které je potifeba k tomuto ukonu. Tato
| kdyZ bylo navrzeno nékolik dalSich alternativ, které by nahradily pouziti laparoskopie, tato
technika je stadle vychozi metodou pro dosazeni vy$si miry zabreznuti u samic malych
prezvykavcu (Casali et al. 2017).

3.2 Sexualni aktivita beranu a kozlu

U mladych plemenikd mGze dochdazet k ndstupu sexualniho chovani uz béhem nékolika
tydnd po narozeni. Nejpozdéji se pak dostavuje do 1 roku stafi. K plnohodnotnému dosazeni
pohlavni dospélosti pak dochazi od 4 az 8 mésicl do 1 az 4 let stari. (Colenbrander et al. 2003)

Berani a kozlové maiji stejné jako ovce a kozy reprodukéni sezdnu, pri které jsou
sexualné aktivni. Samci jsou plodni po cely rok, nicméné béhem roku dochazi ke zméné
mnozstvi a kvality spermatu. Béhem sezénni reprodukce je sexudlni chovani, produkce spermii
a také velikost varlat ovlivnény fotoperiodicitou. Kvalita spermii je ovlivnéna roénim obdobim.
Koncentraci spermii a objem spermatu snizuji vysoké teploty, které mohou byt ovlivnény také
vysokou relativni vlihkosti nebo nadpriimérnymi srazkami. Vyssi pohyblivosti spermii je pak
docileno pfipoustécim obdobim. 5-8 % spermii vykazovalo béhem reprodukéni sezdny
morfologické anomalie. AvSak mimo pripoustéci obdobi byly zjistény morfologické anomalie
u 10-18 % spermii (Colenbrander et al. 2003).

Sexualni aktivity béhem nepripoustéciho obdobi, se da docilit fadou zplsobd, jako je
napriklad aplikace intramuskuldrniho glutamatu bud samostatné nebo v kombinaci
s testosteronem. To vyvolava u beranl, ktefi jsou v obdobi sexudlni inaktivity, zvyseni
celkového sexudlni chovani. Berani, ktefi jsou vystaveni této Ié€bé, vyvolavaji u ovci v obdobi
anestru rychlejsSi nastup fije, zvySenou ovulace, pocet Zlutych télisek a obecné lepsi
zabtezavani (Calderdn-Leyva et al. 2018). V oblastech, kde se v chovu uplatiuje ve vétsi mire
pouziti inseminacnich davek, jsou samci vystaveni stfidani délek svételného dne. Berani a kozli
jsou podrobeni nejprve ucinkim dlouhych dnt, kdy jsou samci vystaveni svételnému zareni
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po delsi dobu, stejné jako je tomu v letnich dnech, a to v intervalu jednoho mésice. Nasledné
dochazi ke zkraceni svételného rezimu, a tim k napodobeni zimnich dnd, po stejny ¢asovy
interval. To ma za nésledek trvale vysokou produkci spermatu bez sezénnich vykyvi na kvalité
semene (Chemineau et al. 2007). V centrech pro odbér spermatu, kde neni poZzadovana trvald
produkce inseminacnich davek, se u zvifat chovanych alesponi ¢aste¢né ve venkovnich
podminkach, vyuziva pusobeni , dlouhych dni“ (delsi svételny interval) po dobu 2 az 3 mésica.
Nejcastéji od prosince do Unora. Nasledné dochazi bud' k navratu k pfirozené fotoperiodé,
nebo je uplatnéna lécba pomoci melatoninovych implantat, které nahrazuji pusobeni
ykratkych dn(i“. To ma za nasledek produkci kvalitniho spermatu hlavné v jarnim obdobi, coz
je doba pfirozeného pripoustéciho obdobi (Malpaux et al. 1995; Chemineau et al. 2007).
Vystavenim samic i samcU nepretrzitému svétlu, dochazi ke stimulaci fije i mimo pfirozené
pfipoustéci obdobi. Normy na ochranu zvifat vSak zakazuji pouzivani nepretrzitého svétla
v chovech hospodarskych zvifat, kvlli moznym porucham biologickych rytm( riznych funkci
(Pellicer-Rubio et al. 2019).

Na sexuadlni aktivitu berand a kozld ma vliv tzv samiéi efekt. Ten ma za ndsledek
obdobné pusobeni jako samdéi efekt. Jednd se o plsobeni samic na samce, v podobé
chemickych, vizualnich nebo sluchovych signdll. Samci chovani spolecné se samicemi, které
se nachazeji v fiji, maji prokazatelné vyssi kvalitu semene a také vyssi obsah testikularni
tekutiny, a to po cely rok. U téchto samcl byl naopak zaznamendn pokles koncentrace
testosteronu (Giriboni et al. 2017). Denni produkce spermii varlat se uvadi 2,76 az 7,23 x 10°.
Mirné odchylky jsou zavislé na sezénnosti a plemenné prislusnosti. Denni vydej spermii se pak
pohybuje mezi 40 a 80 % celkové denni produkce spermii (Leboeuf et al. 2000).

3.3 Priprava inseminacnich davek

Obecné lze fict, Ze v oblasti vyvoje a uplatnéni technologii asistované reprodukce, se
berani a kozli berou jako jeden druh, ackoli jsou mezi nimi drobné rozdily napfiklad
v morfologii nebo koncentraci spermii ve spermatu (Zhu et al. 2020). DalSim rozdilem bylo
et al. 2019). U kozla je pak nejvétsim problémem produkce lipdzovych enzymd, které zplsobuji
koagulaci redidel s obsahem vaje¢ného Zloutku nebo mlécné bilkoviny (Bajuk et al. 2018). U
berana se tento problém nevyskytuje.

3.3.1 Odbér semene

U berana a kozla se odbér semene provadi nejcastéji pomoci umélé pochvy, kterd by
méla co nejpresnéji imitovat pochvu plemenice. Méla by také spliovat nékolik pozadavka.
Teplota vody uvnitif umélé pochvy musi byt stejna, jako teplota vnitiniho prostredi pochvy
ovce nebo kozy. U malych prezvykavcl se doporucuje voda o teploté 40-41 °C. DUleZity je také
tlak, ktery vyviji samec na sténu pochvy, ktery se da regulovat pomoci vzduchového ventilu.
Nespermicidnimi latkami musi dojit k lubrikaci vnitfku pochvy, aby nedoslo k poranéni penisu
samce. Pro tento Ucel se vyuZiva vazelina nebo sonograficky gel. Kvili kontaminaci spermatu,
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by nemélo dojit k aplikaci lubrikantu do posledni tfetiny pochvy (Kos et al. 2019). Uméla
pochva je oproti té, kterd se pouziva pro odbér byku, zkracena na 20 cm. Pro urychleni a vyssi
vytéznost odbéru, Ize pouZit fijici se samici jako atrapu. Odbér semene lze provadét 1 az 2krat
denné, 5krat za tyden. Jiné zdroje uvadeéji intenzitu odbéru semene na 2 az 3 odbéry tydné.
V pfipoustécim obdobi Ize ziskat 50 aZ 200 inseminacnich davek za tyden. Mimo pfipoustéci
obdobi, je dosahovano nizsi vytéznosti (Louda & Hegedu$ova 2009). Cetnost odbé&rd ma viak
vliv na kvalitu spermatu. Doporucéend doba odpocinku mezi jednotlivymi odbéry je 2 az 3 dny,
nebot doba sexudiniho odpocdinku mezi odbéry ma pfiznivy vliv na mrazivost spermii
(Colenbrander et al. 2003).

Pro odbér spermatu lze vyuzit také elektroejakulaci. Ta se vyuZivd hlavné mimo
pfirozené pripoustéci obdobi a také u zvifat, kterd nejsou navykla na odbér umélou vaginou
(Abril-Sanchez et al. 2017). Elektroejakulace se provadi pod anestezii pomoci
elektroejakuldtoru. Ten se sklada z rektalni sondy o délce 20,5 cm a priméru 2,5 cm. Ungerfeld
et al. (2021) uvadi délku sondy 30 cm a Sitku 1,5 cm. Na sondé jsou pripevnény tfi pdsové
elektrody s ampérmetrem. Zdrojem celého zafizeni je 12-V baterie. Zvifeti leZzicimu na levém
boku je do konecniku zavedena sonda s ultrazvukovym gelem, kvuli zlepSeni elektrického
kontaktu. Elektrické pulzy plsobi v cyklech: 5 pulzd pfi 0,1 mA, 20 pulzl pfi 0,2 mA a 5 pulz
pfi 0,3 mA. Pokud nedojde ke stimulaci a nasledné ejakulaci, nasleduje dalsi série pulzQ
(Santiago-Moreno et al. 2009). Elektricka stimulace neni pfiliS vhodna z ddvodu zmény
semenné plazmy. To ma za ndsledek snizeni tolerance na poskozeni pfi kryokonzervaci (Lv et
al. 2019; Youngquist & Threlfall 2006). Uvadi se, Ze pouZiti této metody je bolestivé a stresuijici,
a proto méné vhodné. Elektroejakulace ma za ndasledek zvySeni koncentrace kortizolu v séru,
zvySeni rektalni teploty a také srdecni a respiracni frekvence. To vSechno jsou ukazatelé stresu.
Elektrické pulzy navic poSkozuji svaly (Ungerfeld et al. 2021).

Pomérné novou metodou a také alternativou pro odbér semene pomoci
elektroejakulace, je technika odbéru oznacovana jako TUMASG. Jedna se o transrektdlni
ultrazvukem vedenou masaz dopliikovych pohlavnich Zlaz. Pivodné se tato metoda vyuzZivala
u divoce Zijicich prezvykavcl, jelikoz vyuzivda méné elektrickych pulzi nebo vibec zadné. To
ma za nasledek nizsi hodnoty kortizolu a tim padem nizsi stresové plisobeni na zvifata. Pri
rektalni ultrasonografii jsou v redlném ¢ase pozorovany bulbouretrdlni ZIazy, semenné vacky
a také ampule chamovodu. Pfed samotnou masazi dojde nejprve k vytaZzeni penisu a nasledné
je do konecniku vsunuta sonda s karboxymethylcelulézovym gelem. Pfi TUMASGu dochazi ke
stfidani masaze mezi bulbouretralnimy zlazami a ampulemi chamovodu. Soucasné pfi tom se
praktikuje masaz oblasti mocové trubice, kvlli lepSimu prlchodu ejakulatu pres mocovou
trubici. Diky ultrazvukovému skenovani dochdazi ke kontrole chamovodu, ktera konci
v momenté Uplného vyprazdnéni zlaz. Pokud nedojde k ejakulaci, je pouZito elektrickych
podnétd o sile 3 V, po dobu 5 s. Mezi podnéty jsou vloZeny prestavky, které jsou vyuZity pro
TUMASG (Abril-Sanchez et al. 2017). V pripadé aplikace oxytocinu pred TUMASGem, dochazi
k rychlejsi elektroejakulaci a ke snizeni pouZzitych elektropulz(i (Ungerfeld et al. 2016).

Abril-Sanchez et al. (2017) ve své prdci srovnavd metody elektroejakulace (EE) a
TUMASGuU a jejich stresové dopady na samce. Uvadi, Ze pfi metodé TUMASG dochazi
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k pozdéjsi ejakulaci a je tedy casové narocnéjsi. U vSech aplikaci TUMASGu muselo byt pouzZito
elektrickych pulzl, avSsak méné, neZz je tomu u elektroejakulace. Samci se zvukové vice
projevovali pfi pouZiti elektroejakulace z ¢ehoz je patrné, Ze je tato metoda pro samce vice
bolestiva. Srdecni frekvence byla vy$si u EE, a to aZz o 10 tep(l za minutu. Teplota konecniku
byla stejnd u obou metod. Hodnota kortizolu, ktery je oznacovan jako ukazatel stresu, byla
obecné vyssi v pripadé EE. Kvalita odebraného spermatu pfi obou metodach byla srovnatelna.
Tyto vysledky dokazuji, Ze metoda TUMASG je vhodnou alternativou odbéru spermatu, pfi
které dochazi k ziskani ejakuldtu obdobnych hodnot jako pfi EE, avSak za podminek vice
vyhovujicich a méné stresujicich pro samce.

3.3.2 Vysetieni a hodnoceni spermatu

3.3.2.1 Makroskopické vysetreni

Ihned po odbéru spermatu se provadi hodnoceni objemu, konzistence, barvy, pachu,
pH a obsahu cizich pfimési. VétSinu parametrd Ize hodnotit subjektivné, pouhym zrakem.
Objem odebraného spermatu se da nejjednoduseji zjistit vazenim nebo mérenim. K tomuto
Ucelu se nejcastéji vyuzivda odmérna odbérova zkumavka, na které se pfimo odecte hodnota
objemu ejakuldtu, obvykle v mililitrech (Heidari et al. 2021). Faktory ovliviujici objem
ejakulatu jsou vék samce, hmotnost, plemeno, vyZiva, rocni obdobi, zplsob a ¢etnost odbéru
spermatu (Weberova 2017). Konzistence ejakulatu berana a kozla by méla byt smetanovit3,
husta a neprlhledna. Barva lehce nasedla az mlécna. Pach beraniho spermatu muZze byt citit
po viné a kozli sperma ma typicky kozli pach. pH se pohybuje od 6,3 do 7,5 u obou druht (Kos
et al. 2019).

3.3.2.2 Mikroskopické vysetteni

To zahrnuje vySetfeni koncentrace, Zivotaschopnosti, motility a morfologie.
Pohyblivost spermii se da hodnotit podle stupnice od 0 do 5, kdy O oznacduje sperma bez
jakéhokoli pohybu spermii a naopak 5 predstavuje spermie se znacnou pohyblivosti (Ungerfeld
et al. 2021). Motilita spermii je ovliviiovana kaskadou protein(. Navzdory pokroku ve vyzkumu
proteinl a jejich funkci na spermie, jsou studie provadéné na beranech ¢i kozlech spiSe vzacné
(Zhu et al. 2020). Koncentraci spermatu lze posoudit vice zplsoby. Pocitaovymi systémy,
spektrofotometrii, nebo tfeba hemocytometrii. Van der Horst (2020) uvadi ndésledujici
hodnoty koncentrace spermii ve spermatu: >3 x 10°/ml pro berany a >2 x 10°/ml pro kozli.
Dale Ize provadét test na hypoosmoticky otok spermii (HOST), ktery uréuje procento funkénich
membran (Lv et al. 2019; Ungerfeld et al. 2021; Faigl et al.2012). U spermii, které maji funkéni
plazmatickou membranu, dochazi pfi hypoosmotickych podminkach k otoku a zvinéni bicika
(Bajuk et al. 2018). Vzorek spermatu je inkubovan spolec¢né s hypoosmoticky bobtnavy roztok
(HOS) v poméru 1:15, pfi teploté 37 °C a po dobu 15minut. Nasleduje hodnoceni pod
mikroskopem s fazovym kontrastem (Liu et al. 2020).
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3.3.3 Metody vysetieni spermatu

BéZznymi problémy neplodnosti samch jsou nizky pocet spermii, nizky pocet
morfologicky odpovidajicich spermii a také nizka mira pohyblivosti spermii (Turner 2003).
Nizkd pohyblivost spermii je nej¢astéjsSim didvodem neplodnosti samcll a tim padem dochazi
k znehodnoceni plemenika a ekonomické ztraté. Snizenad plodnost ma také vliv na pokles
genetické selekce (David et al. 2015). Proto existuje fada metod pro hodnoceni spermatu pred
mrazenim, ale také po rozmrazZeni inseminacnich davek.

3.3.3.1 CASA (Computer Aided Sperm Analysis)

Koncentraci a motilitu spermii Ize hodnotit systémem pocitacové analyzy CASA, coi je
moderni, pfesna a naprosto objektivni technologie, ktera je zaloZzend na pozorovani hlavicek
spermii (Dorado et al. 2007; Zhu et al. 2020). Zakladnim principem systém( CASA je ziskdvani
a analyza po sobé jdouci sérii snimk0, které zobrazuji pohyblivost spermii (Bompart et al.
2018). CASA poskytuje informace zejména o kinematickych parametrech. Systém dokaze
hodnotit nasledujici parametry: celkovou pohyblivost, progresivni pohyblivost, primeérnou
rychlost drahy, pfimou rychlost, kfivo¢arou rychlost, amplitudu lateralniho posunu hlavicky,
frekvenci kfizeni a linearitu. Soucasti modernich systémi CASA jsou také informace o
morfologii spermii, Zivotaschopnosti spermii, fragmentaci spermii a akrozomové reakce (van
der Horst 2020). Je pofizovano 25 snimkd/s, ve 100nasobném zvétseni. Van der Horst (2020)
uvadi sledovani spermii pfi snimkové frekvenci 50 fps, u nékterych druht pak 100 az 169 fps.
Sperma je povazovano za nepohyblivé, pokud je kfivoc¢ara rychlost pod 10 um/s; pomalé,
pokud je krivocara rychlost mezi 10 a 45 um/s; stfedné rychlé, pokud je mezi 45 a 75 um/s; a
rychlé, pokud je nad 75 um/s. Jako progresivné pohyblivé spermie, jsou uvadény ty, které
vykazuji pfimost nad 80 % (Correia et al. 2021). Inanc et al. (2019) hodnoti motilitu beraniho
spermatu pfi teploté 37 °C a pfi 10ndsobném zvétseni. Motilitu hodnoti jako rychlou (> 120
um/s), stredni (> 90 um/s), pomalou (> 60 um/s) nebo statickou. Je dalezité zddraznit, ze
existuje nékolik systémuU pocitacové analyzy CASA, a jejich vysledky mezi sebou obvykle nelze
hodnotit. Rychlost a pocet snimk( ziskanych za sekundu, mohou vyznamné ovlivnit vysledky
je presnost rekonstrukce trajektorie pohybu spermii. Pouzita koncentrace spermii je dalSim
faktorem, ovliviiujicim vysledky CASA. Proto je dllezZité vzorky spermatu redit, jelikoz napf. pfi
koncentraci 100 x 10%/ml, bylo zjisténo, Ze v nékterych pfipadech nebyla CASA schopna
provést méreni, kvlli vysokému vyskytu spermii. K fedéni vzorkd pro analyzu CASA lze vyuzit
riznd média, jako je napft. izotonicky roztok NacCl, fosfatovy pufr (PBS), nebo Bioexcell (Contri
et al. 2010).

3.3.3.2 FAST (Flagellar and Sperm Tracking)

Kvali velkému poctu bunék neni mozné, pomoci systému CASA, sledovat biciky spermii.
Proto byl objeven tento novy systém, vyvinuty na Univerzité Birmingham, UK. Jednd se o
systém, ktery kvantitativné hodnoti a analyzuje nékteré parametry bicik( spermii. Sledovani
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bic¢ikovych kfivek umozniuje méreni veli¢in, jako je rozptyl energie, naruseni okolniho média a
viskdzni napéti. Tyto veliCiny nelze méfit pouhym sledovanim hlavicek spermii. Hodnoceny
vzorek spermatu musi byt fedény, nikoli surovy, kvili kfizeni cest bicik(. FAST pracuje pfi
169 sn./s a za pomoci modulu pohyblivosti SCA a kontrastni mikroskopie s negativni fazi
(Gallagher et al. 2019; van der Horst 2020).

3.3.3.3 Prltokova cytometrie (Flow cytometry)

Pomoci prutokové cytometrie se hodnoti celkova Zivotaschopnost spermii. Vlastnosti,
které lze hodnotit, jsou poskozeni plazmatické membrany, poskozeni akrozomi, nebo
mitochondridlni aktivita. Zivotaschopné spermie jsou definovény jako burky s intaktni
plazmatickou membranou, intaktnim akrozomem a vysokou mitochondridlni aktivitou
(Savvulidi et al. 2021). Vzorky jsou hodnoceny pomoci pritokovych cytometrl, jako je
CytoFLEX, Epics V, nebo NovoCyte. Pritokové cytometry jsou vybaveny argonovym laserem.
Koncentrace spermii v hodnoceném vzorku byva upravena na hodnotu 2 az 5 x 10° spermii/ml.
Vzorky jsou analyzovany pomoci CytExpert Software 2.0 (Pool et al. 2020). Purdy & Graham
(2004) ve své praci pouzivaji pro obarveni spermii fluorescencni barvivo SYBR-14 a propidium
jodid, pro hodnoceni plazmatickych membran. Uvadéji, Zze vSechny spermie ve vzorku, se
obarvi barvivem SYBR-14, coz je odlisi od ¢astic vaje¢ného Zloutku, pouzitého v fedidle. SYBR-
14 zpUsobuje, Ze jadra Zivych spermii fluoreskuji jasné zelenou barvou (Garner et al. 1994).
Propidium jodidem se obarvi pouze neZivotaschopné spermie, které ztraceji integritu
membrany. Obarvena jadra maji ¢ervenou barvu. Pro hodnoceni poskozeni akrozomi se
vyuziva barvivo PNA lectin a pro hodnoceni mitochondridlni aktivity MTR DR (MitoTracker
Deep Red). DalSimi hojné vyuZzivanym barvivem je EH (ethidium homodimer). K fluorescenci
se vyuzivaji filtry jako 515 nm filtr s dlouhym prlichodem, 525 nm pasmovy filtr pro detekci
FITC-PNA nebo SYBR-14, 630 nm filtr s dlouhym prichodem pro detekci propidium jodidu
(Purdy & Graham 2004; Purdy 2006). Savvulidi et al. (2021) pouZili cytometr NovoCyte,
vybaveny fialovym (405 nm), modrym (488 nm) a ¢ervenym (640 nm) laserem, a také optické
filtry, vhodné pro detekci fluorescencnich signald.

3.3.3.4 Spektrofotometrie

Pro méreni koncentrace spermatu se vyuziva pfistroj, tzv spektrofotometr. Metoda je
zaloZzena na méreni intenzity svétla. Jedna se o kvantitativni méfeni prenosu svétla, skrz
pozadovany roztok. U domacich druhu zvitat je pro hodnoceni koncentrace spermii vyuzivano
vinovych délek mezi 500 a 650 nm. PoZzadovany vzorek spermatu se plni do kyvety, coZ je mala,
prahlednd, kvadrovitd nddobka, vyrobena z plastu, skla nebo kiemene. Kyveta se po naplnéni
vklada mezi zdroj svétla a detektor, ktery zachycuje svételny paprsek. Pfed méfenim se
provadi kalibrace pristroje, vloZzenim Cisté kyvety do komory na vzorky, naplnéné 2,9%
roztokem citratu sodného (Anzar et al. 2009). Spektrofotometry nemusi byt tak pfesné, kvl
neschopnosti odlisit spermie od jinych bunék nebo ¢astic zbytkl, obsazenych ve spermatu
(Brito et al. 2016; Moraes et al. 2019).
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3.3.3.5 Hemocytometrie

Hemocytometrie je jednim ze zpUsobl méreni koncentrace spermatu. Jednd se o
nejstarsi zplsob hodnoceni koncentrace spermii. Hemocytometr je tlusta sklenéna desticka,
na které jsou oddéleny dvé pocitaci komurky. Nejprve dochazi k pfipravé fixacniho roztoku,
rozpusténim 1 ml formaldehydu v 99 ml 3,4% citratu sodného. Nasleduje fedéni spermatu
s fixnim roztokem. Na hemocytometr se poloZi kryci sklicko a kdpnutim pfipraveného vzorku
na okraje kryciho skla, dojde ke vtazeni tekutiny pod kryci skli¢cko. Pro vysetfeni koncentrace
spermatu se vyuziva Neubauerovy, ale také Birkerovy mfizky. KvySetfeni se wvyuZziva
mikroskop s fazovym kontrastem, pfi 200 nebo 400nasobném zvétSeni. Ve cCtvereccich
hemocytometru se pocitaji jednotlivé hlavicky spermii (Anzar et al. 2009; Brito et al. 2016).

3.3.4 Sexovani spermii

Stejné jako u ostatnich druhl hospodarskych zvifat, je i u ovci a koz tendence ziskavat
od kvalitnich zvifat potomky s preferovanym pohlavim. Po inseminaci sexudlné tfidénym
spermatem byla jiz ziskdna mladata od skotu, prasat, ale také ovci. Zatim co u skotu je
inseminace sexovanymi insemina¢nimi ddvkami béZnou praxi, u ostatnich druht
hospodarskych zvifat véetné ovci a koz, se téchto davek vyuziva spiSe vyjimecné (Qin et al.
2018). Nejspolehlivéjsi metodou pro tfidéni spermii je prltokova cytometrie zaloZzend na
rozdilech obsahu DNA mezi gametami, které urcuji pohlavi plodu. Spolehlivost sexovanych
inseminacnich ddvek se pohybuje v rozmezi 85-95 %. Usp&§nost separace spermii je zavisla
nejen na obsahu DNA, ale také na tvaru hlavicky spermie. Nejpfesnéji dochazi k tfidéni spermii
u bykda, jelikoz jejich zplostély tvar hlavicek spermii nejlépe odpovidd poZzadovanému tvaru pfi
pratokové cytometrii (Garner 2006). BEhem procesu sexovani dochdzi k poskozeni spermii, a
to ve vetsi mife, neZ je tomu u béinych nesexovanych davek. Dochazi k vystaveni spermii
mnoha stresorim jako jsou fluorescencni barviva, vysokad rychlost fedéni, mechanické
poskozeni, prichod elektrickym polem nebo laserové osvétleni (Anel-Lépez et al. 2018).
Dochazi k ¢astéjsSimu poskozeni membran, kfragmentaci DNA, ke zhorSené motilité a
k pred€asné kapacitaci. Vysledkem toho je horsi zabrezdvani po inseminaci sexovanymi
inseminacnimi davkami (Qin et al. 2018). Na Uspésnost inseminace sexovanymi inseminacénimi
davkami ma vliv mnoho faktord. NejdulezZitéjsi je v€asnd a presna detekce fije, spojena
s vhodnou dobou pro inseminaci. Jelikoz Zivotaschopnost spermii, tfidénych podle pohlavi, je
v samic¢im reprodukcnim traktu daleko kratsi, nez je tomu u béZznych inseminacnich davek, je
nejlepsi doba pro aplikaci sexovanych davek presné ve chvili ovulace. DalSim dllezitym
faktorem je misto, kam je aplikovdna inseminacni ddvka, a také zplsob inseminace (Maxwell
et al. 2004, Anel-Lopez et al. 2018). Mira Uspésnosti inseminace se zvySuje, pokud je sperma
vpraveno daleko do déloznich roh(i samice. DalSi moznosti, jak zlepsit proces sexace spermii,
je pridani antioxidanti béhem procesu tfidéni. Antioxidanty maji ochranny ucinek na kvalitu
a funkci spermii. Témito antioxidanty jsou AA-2G (kyselina askorbova-2glukosid), glutathion,
melatonin nebo vitamin C. NejlepSich vysledkl bylo dosazeno pfi pouziti antioxidantu AA-2G
(Qin et al. 2018).

24



3.3.5 Zpracovani semene

3.3.5.1 Redéni

Pred konzervaci spermii, je nutné k odebranému a zpracovdvanému spermatu pfidat
takzvana fedidla, ktera upravuji koncentraci spermii vinseminacni ddavce, zvysuji objem
inseminacni davky a tim padem také efektivnéjsi vyuZiti genetického materialu samce (Mocé
et al. 2020). Ddle jsou docasnym zdrojem energie pro spermie (Dorado et al. 2007).
Kryoprotektiva, obsazena v fedidlech, chrani spermie pred chladovym Sokem. Ten ma za
nasledek ztratu selektivni permeability a integrity plazmatické membrany. Dochazi pfi ném
k uvolfiovani intracelularnich enzym a lipidU. Dale ma za pficinu trvalé zmény v membranach
akrozom( a mitochondriich (Bajuk et al. 2018). Nejéastéji pouzivana rfedidla jsou na bazi tris,
fruktodzy, glukdzy, sachardzy, rafindzy, kyseliny citronové, antibiotik, glycerolu nebo vaje¢ného
Zloutku. Dale Ize pouzit mlécna nebo laktdzova fedidla. Mléko, jako fedidlo, se da pouzit
plnotucné, odstredéné nebo ve formé UHT mléka (Salamon & Maxwell 2000). V chovu koz se
pro tedéni kozliho spermatu c¢asto vyuzivd odstfedéné mléko. Inseminacni davky lze
uchovavat pfi teplotach 2 az 15 °C, avsak pfi redéni odstfedénym mlékem se doporucuje
hodnota 4 °C (lannuzzi et al. 2021). Glycerol se jako ochrannd latka v fedidlech vyuziva
nejc¢astéji a v pripadé redéni koziho spermatu, se pravdépodobné jednd o jedinou latku,
kterou lze pouzit. Hladina glycerolu, pouzita pfi mrazeni davek, je omezena jeho toxicitou. Ta
je zavislad na slozeni fedidla, jeho osmotickém tlaku a na chlazeni a mrazeni ddvek. Spermie
kozlG vyZaduji pro kryokonzervaci hyperosmotickd média. Koncentrace glycerolu zdvisi také
na zpUsobu, jakym se ke spermatu pridava. Nejlépe se jevi priddvat glycerol pfi 4-5 °C, a ne
déle nez 20 az 30 minut pfed zmrazenim. Podle Leboeuf et al. (2000) nema pridani glycerolu
pfi teploté 5 °C zadné vyhody, oproti pridani pfi 30 °C. Vajecny zloutek je stejné jako glycerol
hojné vyuzivan v redidlech. Jeho funkci je ochrana pred chladovym Sokem a také pred ucinky
mrazeni a rozmrazovani inseminacnich davek. PUsobi zejména na plazmatickou membranu
spermii. Bylo prokazano, Ze vajecny Zloutek plsobi Iépe na byci spermie nez na spermie
berana (Leboeuf et al. 2000; Salamon & Maxwell 2000). Byly vsak také zjistény nezadouci
ucinky vaje¢ného Zloutku na plodnost kryokonzervovaného spermatu. Zloutek m@ze svou
produkci metabolitd a toxin( zplsobovat sniZeni kvality spermatu a svou pritomnosti
v fedidlech mlze zpUsobovat snizeni motility a dychani spermii. Lokalni infekci m(ze nepfimo
zpUsobit potrat (Ptacek et al. 2019).

Pfi fedéni spermatu lze vyuzit dvoustuprnové nebo jednostupriové metody. V pfipadé
dvoustupriové metody se nejprve pouzije redidel bez obsahu glycerolu. Ndsledné je jiz zfredéné
sperma dale redéno kryoprotektivy s obsahem glycerolu. U jednostupniové metody dojde
piimo k roziedéni spermatu fedidly obsahujicimi glycerol. Redéni se provadi pred ekvilibraci a
za nizké teploty. Koncentrace glycerolu pouzitého u beraniho spermatu je 4—6 %. U koziho
spermatu se pak uvadi 6-7 % (Lv et al. 2019). Glycerolovana fedidla Ize také pridavat ve tfech
krocich, a to v 10minutovych intervalech (Leboeuf et al. 2000).

Nejvétsim problémem pfi uchovavani koziho spermatu je skodlivé pisobeni semenné
plazmy na Zivotaschopnost spermii (Colenbrander et al. 2003). V semenné plazmé je obsazen
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specialni enzym, ktery zpusobuje koagulaci vajecného Zloutku. Fosfolipaza A, nazyvana také
jako EYCE (egg yolk coagulating enzyme), je sekretem bulbouretralni Zlazy a ma za néasledek
srazeni vaje€ného Zloutku, hydrolyzu lecitinu na mastné kyseliny a také na spermicidni
lysolecithiny. Z bulbouretralni Zlazy kozl( byla detekovana dalsi Iatka, ktera se oznacuje jako
SBUIII. Jednd se o glykoproteinovou lipazu, kterd ma za ndsledek akrozomalni reakci. Ta
komplikuje preZiti spermii vinseminacnich davkach s obsahem mléénych slozek. Dale mUze
SBUIII zpGsobovat poskozeni motility spermii a také plazmatické membrany (Lv et al. 2019). Je
pravdépodobné, Ze EYCE a SBUIII jsou totoZnou molekulou (Purdy 2006).

Zpusob, kterym lze zabranit negativnimu Gcinku semenné plazmy pfi kryokonzervaci u
kozll, je Uplné odstranéni semenné plazmy. Tu Ize odstranit odstfedénim nebo promyvanim
spermii fyziologickym roztokem (napf. Ringerovym roztokem) a naslednym odstfedénim
(Memon et al. 1985). Pfi odstfedéni se odstrani vSechny slozky semenné plazmy, a tedy i ty,
které jsou pfirozené a pro spermie dlleZité. Nékteré proteiny obsazené v semenné plazmé
podporuji metabolismus spermii a maji vyZzivnou a ochranou funkci pro spermie. Navic
pomahaji spermiim prezit v prostiedi Zenského reprodukéniho traktu (Lv et al. 2019; Juyena &
Stelletta 2012). Tyto proteiny maji nepostradatelny ucinek také pro kapacitaci a nasledné
oplodnéni oocytl. Byly vsak také vydany studie, které poukazuji na nepatrnost vlivu semenné
plazmy na spermie, a naopak na nékteré negativni UCinky (Barrios et al. 2000). DalSim
zpUsobem, kterym by se dalo zamezit negativnimu pusobeni lipdz v semenné plazmé, je
snizeni koncentrace vaje¢ného Zloutku v fedidle nebo jeho Uplné nahrazeni napf. séjou (Bajuk
et al. 2018).

Vzorky spermatu se fedi bud’ konkrétnim objemem redidla, nebo se fedi na konkrétni
koncentraci spermii. Lepsim zplsobem je fedéni na konkrétni koncentraci spermii. Mira redéni
je 1:1-1:23. Spolehlivych vysledkl bylo dosazeno u davek fedénych na koncentraci 80 az 500
x 10°® spermii/ml (Purdy 2006).

3.3.5.2 PInéni do pejet/pelet

Po nafedéni a schlazeni semene se inseminacni davky pini do pelet nebo pejet.
Zmrazeni davek v podobé pelet je rychlé a levné, ale jednotlivé pelety se nedaji nijak oznacit.
Davky o objemu 0,1 — 0,3 ml se davkuji do prohlubni v suchém ledu. Zmrazeni davek
v plastovych pejetach je pracnéjsi a nakladnéjsi. Jednotlivé davky vsak mohou byt oznaceny
prfimo na pejetach. Pripravené inseminacni davky se daji do pejet plnit za pomoci pipetniku,
pfi okolni pokojové teploté (25 °C). Objem pejet je 0,25 — 0,5 ml (Purdy 2006). Pejety jsou
uzavieny pomoci plastovych kuli¢ek nebo tésniciho prasku, ktery pfi kontaktu s vodou utvari
pevnou zatku (Savvulidi et al. 2021).

3.3.6 Konzervace semene

Inseminacéni davky malych prezvykavci se vyuzivaji bud' erstvé, nebo se uchovavaji
v chlazeném nebo zmrazeném stavu.
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3.3.6.1 Chlazeni

Chlazené inseminacni davky maji oproti tém mrazenym fadu vyhod. Nejpodstatné;si
vyhodou je vyssi plodnost, dale také snadnéjsi prace pfi umélé inseminaci a v neposledni fadé
také snazsi preprava k chovateli. Naopak velkou nevyhodou chlazeného spermatu je jeho
kratka pouZitelnost. Inseminace chlazenym spermatem vykazuje mnohem vyssi plodnost
oproti pouZiti zmrazenych inseminacnich davek. Sperma se zchlazuje na teplotu 10-15 °C
(Carneiro et al. 2019), dnes spiSe na teplotu 4 az 5 °C. Podle Colenbrander et al. (2003) se
skladovanim spermatu pfi teploté 5 °C docili vy3si motility spermii nez pfi 17 °C. P¥i této teploté
se dosahuje relativné vysoké plodnosti (54-65 %). Oproti tomu, zmrazené sperma vykazuje
oplozenischopnost pouhych 35-38 %. V obou pfipadech vSak nedochdzi k takovému Uspéchu,
jakému je dosahovano pfi pfirozené plemenitbé, kde je uvadéna plodnost az 74 %. Ve
Spanélsku je uméla inseminace chlazenym spermatem vyuZita asi v 85 % ptipad(i (Mocé et al.
2020).

PFi chlazeni spermatu se vyuZiva fedicich latek, které zabranuji poSkozeni spermii.
K tém dochazi béhem chlazeni, vlivem poklesu teploty. Ktémto ucellim se vyuZzivd napft.
Zloutek nebo odstfedéné mléko, ale také komeréné vyrabéna redidla. Pfi vysokych davkach
fedidel mUzZe byt udrZena plodnost spermatu po dobu 3-5 dn, pfi teploté 10-21 °C. Nasledné
plodnost klesd o 3-6 % za den. K poklesu plodnosti dochdzi bez ohledu na to, zda je inseminacni
davka skladovana pfi 5 °C nebo pfi 15 °C. K zasadnimu poklesu dochazi az pfi teplotach nad
25 °C (Yoshida M 2000). Pro udrzeni delsi Zivotaschopnosti spermii se k fedidlim pfidavaji
antioxidanty. Pfi jejich pouZiti dochazi ke zlepSeni motility a akrozomové integrity spermii. Pro
tento ucel se vyuzivad kataldza, superoxiddismutdza, cytochrom c a glutathionperoxidaza
(Maxwell & Stojanov 1996). Pozvolnym chlazenim dochazi k zamezeni poSkozeni spermatu
chladovym Sokem. To muze trvat klidné od 1,5 az do 4 hodin. V dfivéjsich studiich jiz bylo
prokazano, Ze pri poklesu teploty rychlejsi jak 0,55 °C/min, dochazi ke zhorseni kvality kozliho
spermatu. Inseminacéni davky ve formé pejet lze chladit v programovatelné vodni lazni.
Rychlost chlazeni je -0,18 °C/min a dochazi ke zchlazeni spermatu z 20 °C na 4 °C. Pfi této
teploté, se inseminacni davky skladuji az do pouziti pfi inseminaci (Mocé et al. 2020).

U chlazenych inseminacnich ddvek je nejvétsim problémem doba, po kterou je davka
dostateéné oplozenischopna. Zhruba po 12 hodinach dramaticky klesa plodnost u chlazenych
inseminacnich davek. Proto ve vétsiné pripadl dochdzi k umélé inseminaci do 5-8 hodin od
zpracovani semene. To ma vsak za nasledek problematickou distribuci inseminaénich davek
k chovatelim. Zahrani¢ni obchod s chlazenymi inseminacnimi davkami je takika nemozny. Tim
padem dochazi k omezeni rozvoje Slechtitelskych programi v chovu malych prezvykavca.
Moznym feSenim je chlazeni inseminacnich davek az béhem jejich prepravy ke spotrebiteli.
K postupnému chlazeni dochdzi béhem distribuce. Tim dojde k prodlouzeni doby pro
oplozenischonost, a proto lze dopravit inseminacni davky do vzdalenéjsich chov( (lannuzzi et
al. 2021). Chlazeni béhem prepravy vsak mize byt komplikovanéjsi a také nakladnéjsi.
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3.3.6.2 Mrazeni

Takzvand kryokonzervace semene je dllezitou soucasti pro zlepseni genetického
potencidlu jednotlivych plemen malych prezivykavcl. Béiné se vSak v praxi vyuzivad spiSe
chlazenych nebo Cerstvych inseminacnich davek. Hlavnim divodem je nizké zabrezavani samic
po aplikaci mrazeného spermatu. Uspésnost zabieznuti po aplikaci ¢erstvého spermatu je o
12,1 % vyssi, oproti mrazenym a nasledné rozmrazenym inseminacnim davkam (Konyali et al.
2013). Zmrazenim spermatu dochazi k ultrastrukturalnimu, biochemickému a také funkénimu
poskozeni spermii. Nasledkem je snizeni motility, Zivotaschopnosti a plodnosti spermii
(Colenbrander et al. 2003).

Inseminacni davky se zamrazuji bud' v peletdch nebo v pejetach. Ackoli byly prokazany
lepsi vysledky Zivotaschopnosti spermii a také plodnosti po rozmrazeni ddvek v peletach, je
v praxi vice vyuzivano inseminacnich davek v podobé pejet. A to i pres vyssi naro¢nost pfi jejich
kryokonzervaci (Leboeuf et al. 2000). Dnes se ke skladovani davek vyuziva ve vétsiné pripadu
tekutého dusiku o teploté -196 °C. Za pomoci takto extrémné nizké teploty lze docilit
Zivotaschopnosti spermii po neomezenou dobu. Salamon et al. (2004) uvadi, Ze i po 35 letech
kryokonzervace spermatu berana, Ize docilit oplodnéni samice metodou intravaginalni umélé
inseminace. | tak vSak béhem zmrazeni a rozmrazeni dojde ke ztraté plodnosti az u 50 %
spermii (Lv et al. 2019). Nevyhodou tekutého dusiku je jeho relativné vysoka nakladnost a také
nedostupnost v nékterych oblastech. Proto je vsoucasné dobé snaha zlepsit techniku
lyofilizace, pfi které neni potfeba jiz hotové inseminacéni davky dlouhodobé skladovat za
pomoci tekutého dusiku. Zatim vSak nebyla potvrzena ucinnost této alternativni metody na
pokusech in vivo. DalSim zplsobem, jak dlouhodobé uchovavat inseminacni davky, je mrazeni
a nasledné skladovani v ultramrazirnach. Teplota se v téchto zafizenich pohybuje okolo -157
°C. Pfedbézné studie, které zkoumaly ucinky toho zplsobu kryokonzervace, pfinesly pomérné
slibné vysledky. Kvalita semene se po 2 mésicich skladovani v ultramrazirnach nepfilis liSila od
kvality inseminacnich davek skladovanych béinym zplsobem, za pomoci tekutého dusiku.
Plodnost inseminacnich davek byla navic prokdzana i 6 mésici po skladovani
v ultramrazirnach. Zatim vsSak nebyly provedeny pokusy, které by prokazaly schopnost
oplodnéni samic témito davkami (Batista et al. 2009).

Pfed samotnym mraZenim inseminaénich davek musi dojit k postupnému chlazeni.
Ktomu dochdzi po nafedéni odebraného semene vhodnym kryoprotektivem a po jeho
naplnéni do pejet. Nasledné dochazi pfi stejné teploté k ekvilibraci spermii, kterd by méla trvat
zhruba 2—4 hodiny. Béhem ni dojde k pfizplsobeni spermii snizenému metabolismu (Lv et al.
2019). Mrazeni v peletach probiha na suchém ledu, ktery ma teplotu -79 °C. Doba potiebnd
k zmrazeni pelet je 2-4 minuty. Ndsledné jsou davky ponoreny do tekutého dusiku, ve kterém
jsou dlouhodobé konzervovany. Tato metoda je rychld a jednoducha. Rychlost chlazeni lze
regulovat objemem pelet (Leboeuf et al. 2000). Chlazené sperma v pejetach Ize zmrazit za
pomoci programovatelnych mraznicek, s rychlosti mrazeni -8 °C/min. Vyhodou téchto zafizeni
je jednoduché ovlivnéni rychlosti mrazeni (Purdy 2006). K mrazeni inseminacnich davek
v pejetach se pouziva také chladiciho stojanu. Pejety jsou nejprve predmraZzeny v pare
tekutého dusiku o teploté mezi -75 °C a -125 °C. Nakonec jsou ponofreny pfimo do tekutého
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dusiku a v ném uchovavany pfi teploté -197 °C (Lv et al. 2019). Rychlost chlazeni Ize regulovat
vzddlenosti pejet od hladiny tekutého dusiku nebo objemem pejet. Leboeuf et al. (2000) uvadi
nasledujici postup kryokonzervace pejet v tekutém dusiku. Pejety jsou v horizontalni poloze
zavéseny nad tekutym dusikem, kde jsou ve vySce 4-5 cm nad hladinou mraZeny parami
dusiku po dobu 4 az 5 minut. Ndsledné jsou pejety ponoreny do tekutého dusiku. Savvulidi et
al. (2021) ve své praci uvadi nékolik mrazicich kfivek, vhodnych pro kryokonzervaci
inseminacnich ddvek berana. K minimalnimu poskozeni akrozomd doslo pfi zmrazeni
spermatu nasledujicim zplsobem. Pejety byly nejprve 15 cm nad povrchem tekutého dusiku
po dobu 3 minut. Nasledné 9,5 cm nad tekutym dusikem po dobu 2 minut. Poté 1 minutu ve
vySce 5 cm nad hladinou tekutého dusiku a nakonec 2 minuty ve vysce 1,5 cm nad hladinou.

3.3.6.3 Budoucnost konzervace spermatu

3.3.6.3.1 Lyofilizace

Lyofilizace je proces, pfi kterém dochazi k dehydrataci spermatu, za pomoci mrazu.
Takto upravené inseminacni davky by se daly uchovavat pfi pokojové teploté, nebo
v chladnickach. Oproti kryokonzervaci je vsak lyofilizace komplikovanéjsi proces. Zahrnuje
primarni a sekundarni vysouseni. Nejprve dochazi k preméné kapalné faze na ledové krystalky.
Poté se zmrzla voda odpafi v podobé vodni pary ve vakuovém prostredi. V takto vysuseném
vzorku stdle zbyva 8-10 % vlhkosti. Nasleduje tedy sekundarni suseni, kdy je nezmrazena
et al. 2019). Prvnim uUspéchem v lyofilizaci spermatu nastal v roce 1998, kdy byly ziskany
zdravé mysi po inseminaci lyofilizovanymi spermiemi. Béhem lyofilizace a rehydratace spermii
dochdzi ke ztraté jejich pohyblivosti. Musi byt, proto pouzita technologie ICSI
(intracytoplasmic spermatozoa injection), pomoci které dochdzi k zavedeni lyofilizovanych
spermii do oocytli (Wakayama & Yanagimachi 1998). Podle Olaciregui et al. (2017) se daji
lyofilizovani ov¢i spermie uchovavat priteploté 4 °C a pfi pokojové teploté, po dobu 12 mésic(.
Proces lyofilizace poskozuje spermie vic, nez je tomu pfi bézné kryokonzervaci. Dochazi
k degradaci DNA a ke strukturalnim abnormalitdm chromozomd. Existuji vSak procesy, které
pomahaji zmirnit negativni Ucinky lyofilizace (Lv et al. 2019). Je jesté hodné prostoru pro
zdokonalovani metody lyofilizace savcich spermii.

3.3.6.3.2 Vitrifikace

Béhem kryokonzervace dochdzi k tvorbé krystalG ledu, které strukturdiné poskozuiji
spermie. Moznym fesSenim je vitrifikace. Ta pfedstavuje pfimou pfeménu roztoku z kapalného
stavu do sklovitého stavu, bez tvorby intracelularniho ledu. V pfipadé vitrifikace se vyuziva
vysokych koncentraci kryoprotektiv a ultrarychlého zmrazeni pfimym ponofenim do tekutého
dusiku. Pfi vitrifikaci neni nutné vyuZivat vajecného Zloutku ani glycerolu. Nevyhodou
vitrifikace je pocatecni kfehkost vzorku a také cytotoxicita vysokych davek kryoprotektiv.
Béhem vitrifikace navic spermie prichazi o pohyblivost, v disledku citlivosti na osmotické a
chemické zmény. Redenim je technika ICSI. Prvni vitrifikace byla provedena u? v roce 1938 na
spermiich zZaby. V tomto pfipadé vSak byla prokazdna témér nulova prezitelnost spermii.
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V roce 2008 se podafilo ziskat malé mnozZstvi Zivotaschopnych lidskych spermii po vitrifikaci,
s 65% progresivni motilitou. V oblasti reprodukce malych prezvykavcl zatim neexistuje
dostatek zdroja, tykajicich se procesu vitrifikace. Nékteré experimentdlni pokusy vitrifikace uz
se vSak daji dohledat i vtomto odvétvi. Vitrifikace ma do budoucna velky potencial, i kdyz
béhem této metody dochazi k vétSinové nebo Uplné ztraté Zivotaschopnosti spermii. Takto
poskozené spermie mohou byt naddle injektovany do oocytl za pomoci techniky ICSI
(Jiménez-Rabadan et al. 2015; Lv et al. 2019).

3.3.6.3.3 Reverzibilni inaktivace spermii

Pfi této metodé dochdzi k moznosti uchovdni inseminacnich ddvek pfi pokojové
teploté. Prvni experimenty s inhibi¢nim uGcinkem oxidu uhli¢itého na motilitu spermii byly
provedeny uz v roce 1924. IVT (lllini Variable Temperature) a CUE (Cornell University Extender)
jsou redidla pouzivana pfi konzervaci spermii nad bodem mrazu. (Salamon & Maxwell 2000).
Smirnov & Postavnaja (1960) uvadéji, Ze pfi poutziti fedidla IVT byla po dobu 6-7 dn(i zachovéna
vysoka motilita a rezistence spermii, a to pfi teploté 10 °C. K tomuto zpUsobu uchovavani
spermatu chybi dostatek odborné literatury, a to zejména v oblasti chovu ovci a koz. Nalezené
zaznamy jsou spiSe starSiho vydani. Z toho lze usuzovat, Ze tento zplsob konzervace neni
v praxi pfilis vyuzivan.

3.3.7 Rozmrazeni davek pred inseminaci

Inseminacéni davky ve formé pejet se rozmrazuji ve vodni lazni o teploté 35-40 °C.
Pelety sinseminacni ddvkou, se obvykle rozmrazuji suchou formou ve sklenénych
zkumavkach, pfi teploté 37 °C (Lv et al. 2019; Leboeuf et al. 2000). Dorado et al. (2007) uvadi
rozmrazovani inseminacnich davek po dobu 30 sekund tésné pred samotnou inseminaci, za
pouziti vodni |dzné o teploté 39 °C. Wakayama a Yanagimachi (1998) uvadi teplotu pro
rozmrazeni davek v pejetach okolo 37 °C a dobu potfebnou pro rozmrazeni v rozmezi 12-30
sekund. Bylo vyzkouseno i vice zpusobl rozmrazovdni inseminacnich davek. Drive bylo
praktikovdno také rozmrazovani davek pfri teploté 5 °C po dobu 2 minut. To vSak nemélo
takové parametry semene, jako davky rozmrazené pfri teploté 37 °C. LepSich vysledkd, nez pfi
pouziti vodni lazné o teploté 37 °C, bylo dosazeno rozmrazenim davek pfi teploté 75 °C po
dobu 10 s, respektive 70 °C po dobu 7 s. Dale lze pouzit teplotu vodni [dzné 40 °C a dobu
rozmrazeni 20 s (Wakayama & Yanagimachi 1998). AvSak v praxi je ve vétSiné pripadl
pouzivana metoda klasického rozmrazovani inseminacnich davek ve vodni lazni pfi teploté
37 °C po dobu 30 s. Dlivodem je jednodussi a rychlejsi prace s inseminacni davkou v terénu a
také nemoznost prehfat davku a znicit tak cenény geneticky material (Leboeuf et al. 2000).
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4 Zavér

V této praci byly sepsany nejnovéjsi a dosavadni poznatky, tykajici se problematiky
vyuziti umélé inseminace vchovu ovci a koz. Informace byly Cerpany predevsim ze
zahranic¢nich zdroju, kde se v této oblasti dosahuje znacné lepsich vysledkd. Uméla reprodukce
v chovu malych preivykavcd ma do budoucna Siroké uplatnéni jak v malochovech, tak
v intenzivnich velkochovech. Do budoucna je mozné Siroké vyuZziti inseminace také na nasem
Uzemi, diky stale rostoucimu zajmu o chov ovci a koz.

Nejspolehlivéjsi metodou inseminace mrazenym spermatem je Intrauterinni
laparoskopickd inseminace, ktera dosahuje nejlepsich vysledk(. Tato metoda vSak vyzaduje
odbornost technika a chovatel tedy neni schopny bez predchoziho Skoleni tuto metodu
inseminace praktikovat. DalSimi zpUsoby inseminace jsou intravaginalni a transcervikalni
metody. U téch vSak neni dosahovano takovych vysledkd a je zapotfebi pouziti cerstvého nebo
chlazeného spermatu, které nelze dlouhodobé skladovat a prepravovat. Velky potencial ma
také vyuziti sexovanych inseminacnich davek. Ty se vSak komeréné vyuZivaji zatim pouze
v chovu skotu.

K hodnoceni spermatu pred zmrazenim, ale také k hodnoceni inseminacnich davek po
rozmrazeni, je vyuzivdno modernich pocitacovych metod, jako je CASA nebo pratokova
cytometrie. Tyto metody poskytuji kvalitni informace o vlastnostech spermii.

Pouziti tekutého dusiku k dlouhodobé konzervaci spermii, se jevi jako nejlepsi a
v dnedni dobé také nejvice praktikovanou metodou skladovani inseminacnich davek. | pres
vyuziti kryoprotektiv v fedidlech pro kozi a berani sperma, dochazi ke zna¢nému poskozeni
spermii pfi procesu zmrazovani a rozmrazovani davek. Zde je tedy prostor pro dalsi vyvoj a
zlepSeni. Budoucnost konzervace inseminacnich davek vsak tkvi v procesech lyofilizace a
vitrifikace.
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