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Abstrakt

Zabtezavani u klisen je ovlivnéna fadou faktorti. Kromé zasadniho vlivu
samotné klisny a hiebce ma vyznamnou roli sam chovatel. Cilem diplomové prace
bylo posoudit vliv typu uskladnéni insemina¢ni davky, intervalu mezi inseminaci a
ovulaci a vliv véku klisny na zabtezavani.

Celkem bylo hodnoceno 49 teplokrevnych klisen z farem Ujezd a Zduchovice.
Bylo sledovano zabiezavani v roce 2019 a mezi hodnocené faktory byl zahrnut typ
uskladnéni spermatu (chlazené nebo mrazené), veék klisny a interval mezi ovulaci a
inseminaci.

Neprokazal se vliv uskladnéni spermatu (p-hodnota > 0,05), kdy zabiezavani
Vv piipadé¢ mrazeného spermatu byla 52 % a u chlazeného spermatu pouze o 6 %
vyssi, tedy 58 %. Pii sledovani v€ku u zabiezlych a nezabtezlych klisen na prvni iji
nebyl zaznamenan prikazny rozdil (p-hodnota > 0,05). Primérny vék klisen, které
nezabiezly, byl 10 let (n = 19) a byl vyssi pouze o rok v porovnani s vékem klisen,
které zabtezly (9 let, n = 30). Ani Vv piipad¢ intervalu mezi ovulaci a inseminaci se
neprokazal vliv tohoto faktoru na zabtezdvani. V ramci sledovani vSak zadny Casovy
interval neptfesahoval doporuc¢enou délku.

Zavérem lze konstatovat, ze chovatel je schopen svym pfistupem sniZovat
pusobeni negativnich vlivii na zabfezavani, jako jsou vek klisny, interval mezi

inseminaci a ovulaci ¢i typ uskladnéni inseminacni davky.

Kli¢ova slova: inseminace, reprodukce, klisna, ovulace



Abstract

Mare rate of conception is influenced by many factors. Apart from the impact
of the mare and the stallion, the breeder also represents one of these factors. The aim
of this master’s thesis is to assess the impact of the insemination dose storage, the
period between the insemination and ovulation and the mare’s age on the actual
conception.

The results are based on the assessment of forty-nine Czech Warmblood
mares from the farms of Ujezd and Zduchovice. Their conception rate was monitored
throughout the years 2019 and the assessed affecting factors include the kind of
semen storage (frozen or fresh chilled semen), the mare’s age and the period between
ovulation and insemination.

The initial assumption that the sort of semen storage (p-value > 0.05)
influences the rate of conception has been disproven because the conception rate for
frozen semen was 52 % and it increased only by 6 %, amounting to 58 % in total for
fresh chilled semen. As far as the age factor is concerned, there was almost no
difference (p-value > 0.05) in the ages of gravid and non-gravid mares that were
supposed to conceive during their first rut. The average age of pregnant mares is 10
(n = 19), therefore only one year more in comparison with non-pregnant mares (9
year, n = 30). The influence of the period between the insemination and the ovulation
on the conception rate has not been proven either. While being monitored, no period
between the insemination and ovulation exceeded the recommended length.

In conclusion, the breeder can lessen the impact of harmful factors on the
conception rate, for example the mare’s age, the period between insemination and
ovulation and the kind of semen storage.

Key words: insemination, reproduction, mare, ovulation
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1 Uvod

Spojeni ¢lovéka s kofimi trva jiz 6000 let a Ceska republika patii mezi zemé
Vyznam chovu koni nadale pietrvava a koné jsou vyuzivani pievazné pro sportovni
ucely, hipoterapii, agroturistiku nebo jako hobby.

V soucasné dob¢, kdy je kun vyuzivan pievazné pro sportovni ucely je nutné se
zaméfit na produkci kvalitnich sportovnich koni specializovanych na jednotlivé
sportovni aktivity. Pii vstupu Ceské republiky do Evropské Unie se zvysila moznost
dovozu spermatu od kvalitnich zahrani¢nich hiebci. Hiebci by méli pusobit v chovu
jako zlepSovatelé a postupné pozdvihnout uUroven chovu. Dalsi moznosti, ktera
ptispéla k produkci kvalitnich koni je uméla inseminace. Inseminace je moderni
biotechnologickd metoda, ktera se stava nepostradatelnou zvlasté v chovu
sportovnich plemen koni, sohledem na moznosti dovozu spermatu S$pickovych
hiebcti ze zahranici.

Inseminace neni jedina biotechnologicka metoda, kterd se vyuziva v chovu
koni. Rada metod je je$té na za¢atku vyvoje nebo jsou pro chovatele t&7ko dostupné,
jak po strance finan¢ni, tak technologické. Mezi dalsi biotechnologické metody patii:
embryotransfer, in vitro produkce embryi, sexace spermii nebo klonovani.

Cilem chovatele je, aby klisna mé¢la kazdy rok jedno hiibé€, bohuzel je
pravidelna reprodukce u koni ztizena dlouhou dobou biezosti s porodem jednoho
hiibéte.
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2 Cil prace a hypotézy

Cilem prace bylo posoudit vliv vybranych faktori na zabtezavani klisen-Do
hodnoceni byly zahrnuty faktory typu uskladnéni pouzité inseminacni davky
(chlazena a mrazena), vék klisen a interval mezi dobou ovulace a dobou inseminace.

V praci byly testovany nasledujici tfi hypotézy:

1.Hypotéza: Lze ptedpokladat, ze zpisob uchovani spermatu ma vliv na

zabfezavani.

2.Hypotéza: Je pravdépodobné, ze uspésnost zabifezavani klisen na prvni fiji a

inseminaci je ovlivnéna jejich vékem.

3. Hypotéza: Lepsi vysledky zabiezavani lze oCekavat pti kratSim Casovém

intervalu mezi inseminaci a ovulaci.

11



3 Literarni pi‘ehled

3.1 Anatomie pohlavniho aparatu klisny

Pohlavni ustroji klisny slouzi k produkci pohlavnich bunék, k vyvoji zarodku a
nasledn¢ plodu. Ve vajecniku tvofené hormony estrogeny vyvolavaji vznik
sekundarnich pohlavnich znaka a dale maji vliv na rozvoj mlécné zlazy a jeji sekreci.
Kaudalni ¢ast pohlavniho ustroji klisny je vhodn¢ utvofena pro kopulaci a zaroven

slouzi jako porodni cesty pii vypuzovani plodu (SLEZAKOVA a NAJBRT, 1982).

3.1.1 Vulva

Vulva je vné¢j$i oblasti pohlavniho aparatu klisny, kterd chrani pochvu pted
vniknuti rizikovych agens. Stérbina vulvy ohrani¢ena pysky méa po obou stranich
topofiva télesa piekrytd piiéné pruhovanym svalstvem (STASTNA a STASTNY,
2016). Tento sval udrzuje ,,vulvalni tésnéni* a odkryva klitorisovou oblast béhem fije
znamé jako ,,blyskani“ (DAVIES, 2015). Ve spodni komisufe, ktera je zaoblena se
nachazi dobie vyvinuty klitoris (STASTNA a STASTNY, 2016). Vnéjsi oblast vulvy
je inervovana a prokrvena pokryta pigmentovanou kizi s mazovou a potni zlazou

(DAVIES, 2015).

3.1.2 Pochva

Pochva je dlouha 18-23 cm a 10-15 cm Siroka. Sténa je tvofend silnou
svalovou vrstvou, jejiZ elasticita je potfebna pii porodu. Pochva je vystlana bledé
riizovou sliznici vytvafejici fasy, které probihaji podélné a piiéné (STASTNA a
STASTNY, 2016).

Hymen (panenska blana) je-li pfitomna rozdéluje pochvu na predni a zadni
pochvu, ktera je nékdy oznacovana jako predsin (DAVIES, 2015). V tomto misté
také vytistuje mocova trubice (STASTNA a STASTNY, 2016).

Prostfedi pochvy ptisobi jako bariéra zabranujici vniknuti rGznych
mikroorganismil do hlubsi ¢asti reprodukéniho traktu, protoze zlazy produkuji sekret,
ktery vytvari acidické prostredi nevhodné pro preziti a rozmnozovani
mikroorganisml. Na druhé strané je toto prostiedi nevhodné i pro spermie, proto je
jejich deponovani pii pateni zabezpedeno do kréku délohy (STASTNA a STASTNY,
2016).

12



3.1.3 Délozni kréek

Délozni kréek se nachazi u vstupu do délohy. Poskytuje té€sny, silnosténny
svérac, ktery pusobi jako koneény ochrance systému, ale je také schopen se velmi
prizpisobit pii porodu. Sténu d€lozniho krcku tvoii fada zahybl a je svalnata.
Sliznice je tvofena slozenym sloupcovym epitelem obsahujici mukozni sekret
produkujici bunky. V sexualn¢ neaktivnim diestralnim stavu je délozni ¢ipek pevné
smr$tény, bilé barvy a méfi piiblizné 6-8 cm, v praméru 4-5 cm, sekrece je
minimalni a husta.

Béhem fije se svalovy tonus uvolnuje, dochazi ke zvyseni sekrece. Délozni
Cipek pfi fiji ma rizovou barvu a muze byt vidét, jak vycniva do pochvy (DAVIES,
2015).

3.1.4 Déloha

Déloha klisny je duty a svalnaty organ spojujici délozni kréek a vejcovody.
Nachazi se hlavné v duting bfisni a je pfipevnéna k bederni oblasti dvéma Sirokymi
vazy (GINTHER, 1992). D¢loha ma tvar Y a déli se na dvé oblasti: té€lo a rohy. T¢lo
délohy obvykle méfi 18-20 cm a je Siroké 8-12 cm a d¢€li se na dva d€lozni rohy
(DAVIES, 2015). STASTNA a STASTNY (2016) uvadi, Ze velikost délohy zavisi na
véku a poctech porodi klisny.

DélozZni rohy vidlicovité probihaji od pfedniho okraje stydké kosti na obé dvé
strany v mirném oblouku. Jsou dlouhé pfiblizn€ 25 cm, za télem dé€lohy jsou Siroké
pfiblizn€¢ 4-6 cm a postupné smérem k vejcovodim se zuZuji az na 1-2 cm
(STASTNA a STASTNY, 2016).

Sténa délohy se sklada ze t¥i wvrstev: perimetrium, myometrium a
endometrium. Myometrium ma silnou vrstvu svaloviny, ktera ma pro klisny zna¢nou
ulohu. Endometrium je uspotadano ve 12—-15 podélnych zdhybech spojenych se
zahyby de¢lozniho kréku. Endometrium se sklada z epitelidlnich buné€k, vnitini
submukozni pojivové tkané endometria, ptidruzenych Zl1az a kanalkd. Aktivita a tim i
vyskyt endometridlnich zlaz a epitelialnich bunék zavisi na cyklickych hormonélnich
zménach spojenych s estralnim cyklem. Tato vrstva je do zna¢né miry zodpovédna

za podporu vyvijejiciho se plodu a za pfipevnéni a vyvoj placenty (DAVIES, 2015).

3.1.5 Vejcovody

Vejcovody jsou dlouhé 25-30 cm, v praméru 2-5 mm Siroké, smérem do

w7
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volna ovulacni jamka. Posledni tfetina vejcovodu pfipojend k déloze je zizend. Pii
vstupu vejcovodu do rohu délohy se nachazi bradavka a na ni velmi malé vyusténi

(STASTNA a STASTNY, 2016).

3.1.6 Vajecniky

DAVIES (2015) uvadi, ze vaje¢niky predstavuji vlastni vykonny parovy organ.
Maji dvé funkce. Prvni funkce je gametogenni (misto produkce gamet-vajicek),
druhé funkce je steroidogenni (produkce hormonil).

Vaje¢niky jsou uloZené kranialné od rohli délohy. Tvar a velikost je velmi
variabilni. Velikost se pohybuje od 2—4 cm na délku a 2-3 cm na Sitku. Mohou byt
kulovité, ovalné, na povrchu vice ¢i méné hrbolaté nebo velké jako holubi vejce.
V obdobi cyklu se jejich velikost mize zvétsit 2—-3krat. Kromé ovulacni jamky jsou
celé pokryté pobfiSnici.

Korovéa vrstva se nachazi v centru vajecniku. Na tuto vrstvu je piipojeny
zarodeCny epitel, ktery se nachézi v ovulaéni jamce. Ovulace probihad jen v misté
ovulaéni jamky a v tomto misté se tvofi corpus luteum, které je z vétsi ¢asti vnotfené
v parenchymu, a tak neni pii palpacnim vySetfeni hmatné. Cela korova vrstva je

obalena diefiovou vrstvou (STASTNA a STASTNY, 2016).

3.2 0ogeneze, Folikulogeneze

Vajecnik je tvofen dvéma zakladnimi typy bunék. Intersticidlnimi bunkami,
které poskytuji podporu a zarode¢nymi builkami, které poskytuji rezervoar pro
vSechny budouci vajicka. Pocet potencidlnich vajic¢ek obsazenych ve vaje¢niku je
urceny uz pied narozenim. Vyvoj vaji¢ek a dozravani k ovulaci se nazyva oogeneze.
Nezrald vajicka se nazyvaji oogonie. Nesou uplnou komplementu chromozomil a
spolu s okolni vrstvou epitelidlnich nebo granuléznich bunék se nazyva primordialni
folikul. Pfi narozeni se oogonie a primarni oocyty zacéinaji vyvijet v riznych
rychlostech, aby vytvoftily vajicka dostate¢né¢ zrala pro oplodnéni.

Folikulogeneze muze byt rozdélena do dvou fazi. V prvni fazi dochazi
k pfemén¢ primordialniho folikulu obsahujici primarni oocyt. Ve druhé fazi dochazi
ke kone¢nému vyvoji a k produkci Graafovych folikuli obsahujici zralé vajicko.
Prvni faze se muze zacit objevovat kdykoliv po narozeni nebo dokonce v pozdnim
fetalnim vyvoji. Dochézi k vyvoji oogonii, kdy z primordialnich folikulii vznikaji
primarni oocyty obklopené vrstvou granuléznich bunék. Primarni oocyty, obklopené
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epitelovymi nebo granul6znimi bunikami, prochdzeji prvnimi fazemi meidzy. Trvani
této faze neni zcela jasné, protoze nezavisi na gonadotropnich hormonech. Proto
nekteré oogonie zahajuji prvni fazi folikulogeneze pied nastupem puberty. Tyto
castecné¢ vyvinuté primarni oocyty se zveétSuji a poté podstupuji prvni stadium
meidzy | a zastavuji se ve stadiu profaze 1. V této fazi se nazyvaji ootidy, které jsou
obklopeny hustou, zelé podobnou, vrstvou nazyvajici se zona pellucida (DAVIES,
2015). Okolni bunky v primarnim folikulu se diferencuji na dvé vrstvy bunék
granulozy (FAIR, 2003). Vysledkem je ootid v primordialnim folikulu, ktery nyni
ceka na pubertu, pfi které jsou vyluCovany hormony z piedni hypofyzy, které fidi
jeho dalsi vyvoj. Od puberty dal miize nastat druhé faze meidzy ve vinach, kterd ma
zajistit pravidelny piisun rozvinutych folikuli pro ovulaci kazdych 21 dni béhem
obdobi rozmnozovani. Tato druh4 faze folikulogeneze je fizena gonadotropnimi
hormony a je tedy spojena s estralnim cyklem klisny. Nicméné ne vSechny primarni
folikuly pokracuji do ovulace, protoze mnoho z nich se degeneruje a atrofuje. U
monokularnich druhi jako je klisna, obvykle jen jeden dosdhne stadia ptipravené¢ho
k ovulaci (DAVIES, 2015).

Délka druhé faze folikulogeneze je u klisny nejasna, ale mize trvat az 21 dni.
At uz je délka jakékoliv, viny druhé faze oocytogeneze a folikulogeneze se vyskytuji
nepretrzité¢ a pokud se shoduji se zvysujici se hladinou hormont na konci estralniho
cyklu, vznika Graafiiv folikul, pokud ne dochazi k atrofii (GINTHER a kol., 2003).
Piisobenim hormoni na primarni folikul se vyviji okolni epitelidlni buiiky, které se
diferencuji na theca folliculli a folikularni epitelové bunky, které vylucuji folikularni
tekutinu a vypliuji dutinu obklopujici ootid. Folikul se nyni nazyva antralni neboli
sekundéarni folikul. Jak roste akumulace tekutiny, zvétSuje se velikost folikulu.
Samotny ootid se také zvétSuje a dokonCuje meidzu I a nyni se nazyva sekundarni
oocyt a ma haploidni pocet chromozomu. Sekundarni oocyt se sdruzuje s vnitinim
okrajem folikulu a lezi na hromadé granuléznich bun¢k zvanych cumulus ophorus.
Bunky obklopujici zbytek folikulu se nazyvaji theca. Rozdéluji se na theca externa a
theca interna. Bunky theca maji vaskularizovanou vnitini vrstvu. Buiiky theca interna
zajistuji ziviny a endokrinni kontrolu. Zatimco vnéj$i vrstva neni — theca externa.
Tyto sekundarni folikuly se nadéle vyviji a nazyvaji se Graafovy folikuly, Vv nichz
sekundarni oocyt zac¢ina meidzu II, ktera je zastavena ve fazi metafazy II. Meidza je
dokoncena pii oplodnéni nebo v dobé, kdyz k nému dochéazi. Na konci této druhé

faze se ziskaji zrald vajicka piipravena k ovulaci. Béhem této druhé faze
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folikulogeneze vyviji folikul hormonalni receptory. Zpocatku folikuly stimulujici
hormonalni (FSH) receptory a poté luteinizacni hormonalni (LH) receptory. Tyto
receptory umoznuji folikulim vyvijet se synchronn¢ s pohlavnim cyklem.

V ramci folikulogeneze 1ze definovat tii faze:

e Nabor — nabor folikulti ze souboru dostupnych primarnich folikuld.

e Selekce — selekce nékolika potencionalnich pre-ovulaénich folikuld,
které podléhaji dalsimu vyvoji.

e Dominance — identifikace jednoho mozna dvou folikuld, které budou

ovulovat.

Uspé&sny vyvoj folikulti v téchto tiech fazi zavisi alespoit aste¢nd na jejich
schopnosti reagovat na zvySovani hladiny FSH, LH a estradiolu. Ackoliv pfesné
mechanismy nejsou jasné (DAVIES, 2015).

U monovularnich druhii se pouze jeden z mnoha dostupnych folikulii vyvine
v dominantni nebo ovula¢ni folikul (GINTHER, 2003). Dominance nebo divergence
dominantniho folikulu je patrna asi 3—4 dny pfed ovulaci. S rostoucimi folikuly se
vyvijeji receptory LH a LH pievezme roli vedouciho folikulogeneze. Nejvétsi
folikuly nyni spoléhaji na vyvoj LH nikoliv na FSH, proto se mohou potad zvétSovat,
1 kdyz hladina FSH klesa. Proto dal$i nyni podfizené folikuly, které se spoléhaji na
FSH pro vyvoj, zainaji ustupovat a atrofovat sklesajici hladinou FSH. Pocet
dominantnich folikulfi, které se vyvinou do stadia vhodného pro ovulaci, zavisi na

mnoha faktorech vcetné plemene. (DAVIES, 2015).

3.3 Estralni cyklus klisen

Terminem ,estralni cyklus® oznaCujeme vSechny fyziologické zmény, které
muzeme pozorovat na pohlavnich organech a v chovani klisen. Tyto zmény se tykaji
pfedevs§im pravidelnych period, kdy je klisna svolnd k pafeni (estrus = fije). Jeden
interval cyklu definujeme od zacatku jednoho cyklu fije (svolnosti k pafeni)
k dalsimu (REECE, 2010).

Z pohledu zmén na vajecnicich ma estralni cyklus folikularni a luteinizacni fazi
a stadia proestrus, estrus, metestrus a diestrus. Nicmén¢ se miizeme setkat i
s dvojfazovou charakteristikou cyklu (estrus a diestrus) (STASTNA a STASTNY,
2016).
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3.4 Faze estralniho cyklu
Proestrus
V proestru dochdzi pod vlivem FSH k ristu a zrani folikuli a soucasné pod
vlivem prostaglandinu F», probiha regrese zlutého téliska z pfedchoziho cyklu. Ve
zrajicich folikulech se tvofi estrogenni hormony, diky kterym se zvysuje ptivod krve
do pohlavniho ustroji, dochazi k edematdznimu prosaknuti sliznic, otevira se délozni
kréek a zacind tvorba cervikalniho hlenu. Hlavni psychickou zménou je neklid
samice a zvysena erotizace (JELINEK a KOUDELKA, 2003).
Estrus
Béhem fije, ktera trva 5-10 dni, dozrdvaji dominantni folikuly, produkujici
estrogeny, které indikuji sexudlni aktivitu. Ukonceni vyvoje dominantnich folikuli
uzavira ovulace, ktera probiha 24-48 hod. pied skoncenim ochoty se pafit
(STASTNA a STASTNY, 2016).
Metestrus
Metestrus je stadium po fiji, které je charakterizovano zanikem ptiznakl
psychického a pohlavniho podrazdéni. Dochazi k uzavieni délozniho kréku a déloha
ztraci zvySeny tonus. Na vajecnicich dochazi k vyvoji jednoho nebo vice Zlutych
t&lisek, v kterych zagina produkce progesteronu (JELINEK a KOUDELKA, 2003).
Diestrus
Dokonceny vyvoj Zlutého téliska charakterizuje diestrus. Pokud klisna
zabfezne, nedojde Kkuvoliovani prostaglandinu Fa, zluté télisko zlstava na
vajecnicich a dale produkuje progesteron, ktery garantuje dal$i neruSeny vyvoj
embrya plodu v pribéhu biezosti az do porodu (JELINEK a KOUDELKA, 2003).
V ptipad€, Ze nedoSlo k pafeni, anebo klisna nezabtezla, vyvijejici se Zluté
télisko po 14-15 dnech prestane produkovat progesteron a postupné zanikne. Nova
fije se objevi po 1-2 dnech (STASTNA a STASTNY, 2016).

3.5 Zapousténi klisen

Spravné zapusténi klisny je rozhodujicim momentem pro graviditu. Pfi
piipousténi dbame na kvalitu spermatu, vhodnou dobu pfipusténi, daslednou hygienu
a spravnou dobu pfipusténi.

Pro spravné pripusténi klisen je dulezité znat dobu, po kterou si spermie
V pohlavnim aparatu klisny zachovavéa svoji oplozovaci schopnost. Oplozovaci

schopnost spermie ztraci postupné, zalezi na kvalité spermatu a vnitinim prostiedi
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pohlavniho aparatu klisny. Obecné lze uvazovat, Ze zivotnost spermii u pfirozené
plemenitby je 48 hod., u inseminace Cerstvym spermatem 36—48 hod. a u inseminace
zmrazenym spermatem 12—24 hodin (DUSEK a kol., 2011).

3.6 Detekce Fije a doba inseminace klisny

Schopnost detekovat fiji a inseminovat nebo pfipoustét klisny v terminu
je detekce fije pracnd, kazdodenni a Cas vyzadujici Cinnost v sezoné paieni. Zaroven
je 1 Cinnosti, ktera vyzaduje jisty stupen odbornosti, protoze fije klisen je pfedevsim
procesem kaskadovitych zmén v chovani klisen v souvislosti se zménou v dominanci
hormonalniho tizeni (STASTNA a STASTNY, 2016).

Urceni doby inseminace znamend piedpovédét dobu ovulace, coz neni snadné
zalezitost. K urCeni doby ovulace mlzeme vyuZzit rektdlni vySetfeni folikulu na
vajecniku sonografem a palpaci, rektalni vysetfeni délohy sonografem, fenomén
taznosti cervikalniho hlenu a délky fije vzhledem k individualité jedince a ro¢nimu
obdobi (DUSEK a kol., 2011).

Ackoliv existuji i alternativni metody detekce fije klisen, nejefektivnéjsi je
pouziti hiebce na zjisténi ochoty se pafit. V chovech s problémovou detekcei fije je
vhodné vyuziti alternativnich metod zjiStovani bfezosti. Mezi alternativni metody
patii zjiStovani vaginalni impedance, zjiStovani fije androgenizovanou klisnou
(oSetfena testosteron propionatem), méfeni télesné teploty, meéfeni teploty mléka
(v prvni poporodni Fiji), zjistovani hladiny progesteronu (STASTNA a STASTNY,
2016).

Aby se maximalizovala Uc¢innost Slechtitelského programu a v kone¢né fazi i
mira bfezosti, je pfesné nacasovani ovulace dulezitou soucasti chovu (SAMPER,
2009).

K ovulaci obvykle dochazi 24-48 hodin pied koncem fije (MCKINNON,
2011). Pii inseminaci zmrazenym spermatem je vhodné klisny inseminovat tésné
pted nebo po ovulaci. Tato technika vyzaduje vicenasobné vySetieni, Usili a naklady

(AVANZI, 2015).
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Nejprikaznéjsimi ptiznaky fije klisen jsou:

e stahnuté usi dozadu
e tlaceni se na sténu
e zvednuty ocas

e vykopavani

e dupani
e kréeni
e fehtani

e (Casté moceni

e blyskani

3.7 Brezost

Bfezost je proces, pfi kterém se v déloze savci vyviji jeden anebo vice plodil.
Zacina nidaci oplozeného vajicka a konci porodem zralého plodu nebo se muze
predcasné prerusit (KLIMENT, 1983).

Klisna je samice s nitrodéloznim typem oplozeni, takze pii pafeni nebo
inseminaci je ejakulat deponovany do krc¢ku délohy, pfipadné pfi inseminaci pfimo
do d¢lohy. U klisen jako u jinych druht dochazi pti prichodu spermii délohou a
vejcovodem K selekci spermii predevS§im na zakladé jejich pohybové aktivity a
povrchové rezistence, aby odolaly prostiedi d€lohy, které neni pro jejich pieziti
ptiznivé (STASTNA a STASTNY, 2016).

Pokud klisna zabfezne, ustanou dal$i pfiznaky fije a také skonci vSechny
zmény na pohlavnich orgénech. Dojde k uklidnéni klisny, fije se neopakuji. Pohlavni
organy se zcela pfipravuji k jedinému ucelu, a to k vyzivé vyvijejiciho a rostouciho
plodu (SPECIALN{ ZOOTECHNIKA, 1958).

Po oplozeni sestupuje embryo do d€lohy po dobu 4 az 6 dnt. Po piechodu
zarodku ve stadiu moruly do délohy je vyzivovany absorbci Zivin z délozniho mléka.
Po dobu prvni 16 dni blastocysta volné¢ migruje z jednoho do druhého rohu dé€lohy.
Toto staddium kon¢i centralni implantaci neboli nidaci 16. den nezavisle na strané
ovulujiciho vaje¢niku a naslednou tvorbou placenty (STASTNA a STASTNY, 2016).

Bfiezost klisny trva praimérné 335 dni, nicméné klisna Casto nosi hiibé bud’

kratsi anebo delsi dobu (SPECIALNI ZOOTECHNIKA, 1958).
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DUSEK a kol. (2011) uvadi délku gravidity 333 dni s fyziologickym rozp&tim
310-360 dni.

3.8 Diagnostika biezosti

Jednoduchou metodou diagnostiky gravidity je zevni vySetieni klisny. Zaklada
se na vizudlni kontrole zmény konfigurace dutiny bfisni, kterd se méni ve vysokém
stadiu gravidity, nicmén¢ tato metoda je malo efektivni a v pfipadé casné diagnostiky
odhaleni negravidnich klisen je nepouzitelna. U vysokobiezich klisen muZzeme
diagnostikovat graviditu na zakladé pohybii plodu, které se ptenasi na sténu dutiny
btisni. Vetsi vypovidaci hodnotu mé metoda poslechu srde¢nich ozev plodu, ktera je
pouzitelna od druhé poloviny biezosti (STASTNA a STASTNY, 2016).

DUSEK a kol. (2011) uvadi, ze diagnostiku gravidity lze rozdélit na
hormondlni metody a pfimé metody prikazu gravidity. Mezi pfimé metody patii
palpaéni vysetieni bfezi d¢lohy, které miize poskytovat pomérné piesné udaje od 1.
meésice biezosti. Absolutné nejspolehlivéjsi metodou je sonografické vysSetieni.
Sonograf je mozné pouzit od 11. dne po oplodnéni.

Mezi hormondlni metody, které se uplatnily u koni nejvice, patii metoda
chemického prikazu estrogent v moci klisen od 120. dne bfezosti neboli Cuboniho
reakce a metoda biologického prukazu séra biezich klisen v krvi klisny od 40. do
120. dne biezosti — Asheim-Zondakova reakce.

STASTNA a STASTNY (2016) rozdéluji metody diagnostiky gravidity na
Klinické a laboratorni metody diagnostiky gravidity klisen. Mezi klinické metody

patii:
e Vaginalni diagnostika gravidity

Vaginalni vySetfeni se vykondvd pomoci poSevniho spekula. U gravidnich
klisen lze uZ pti zasouvani spekula citit mirny odpor z ptitomného hustého lepkavého
hlenu. Sliznice je matnéj$i bledsi, hlen je sivozluté barvy a vytvaii na povrchu

sliznice pochvy zavoj. Vnéjsi branka krcku je uzaviena hustym hlenem.
e Rektalni vySetieni klisny (palpacni vySetfenti)

Muze se pouzit od 30. dne bfezosti. Podstatné zmény se tykaji predevSim

gravidni délohy.
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e Ultrasonograficka diagnostika
Mezi laboratorni metody diagnostiky gravidity patfi:
e Stanoveni sériového gonadotropinu

Sérovy gonadotropin PMSG je placentovy hormon, ktery se nachézi diky
pfitomnosti specifickych struktur jen v déloze klisen a pouze v urcitém obdobi
gravidity, takze se na zaklad¢ pritomnosti GTH da stanovit v ¢ase od 40. do 140. dne
btezosti. Po 40. dnu biezosti je 92 % presnost metody. U této metody je nevyhoda, Ze
se muzou ziskat falesné vysledky, protoze endometridlni poharky produkuji GTH i

po embryonalni mortalité.
e Stanoveni estron sulfatu

Estron sulfat je mozné stanovit z krve, mléka, moci i z vykali. Vysokého

procenta jistoty se dosahuje po 60. dnu gravidity.
e Stanoveni faktoru ¢asné gravidity

Faktor ¢asné gravidity se vyskytuje ve dvou forméach jako faktor vejcovodu a
faktor vaje¢niku. Nachazi se v krvi a mléku velmi brzo po oplodnéni a neni

detekovatelny po 30. dnu biezosti. Je produktem Zivého embrya.
e Cuboniho reakce

Je test na stanoveni estrogent v moci na zaklad¢ fluorescence moce. Po 100.
dni gravidity ma 90 % uspésnost, po 150. dni mad 100 % vypovédnou hodnotu
(STASTNA a STASTNY, 2016).

3.9 Faktory ovliviiujici plodnost

Plodnost vyjadiuje schopnost zvifat produkovat pohlavni builky schopné
oplodnéni. U samic plodnost znamena schopnost pravidelného oplodnéni, gravidity a
donoSeni Zivotaschopného mladéte, u samcl poté schopnost pafeni a produkci

kvalitniho ejakulatu pii udrzeni si dobré oplozovaci schopnosti do vysokého véku

(KLIMENT a kol., 1983).
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3.9.1 Faktory ovliviiujici plodnost samcii:

Vlivy plsobici na plodnost samct lze rozdélit na genetické a negenetické
faktory. Genetické faktory jsou dany geneticky a jsou znamy vlivy dané druhovou a
plemennou pfislusnosti. Pokud samec trpi anomadlii jako kryptorchismus nebo
hypoplazie varlat, pak z diivodu zhor$ené plodnosti a dédi¢nosti téchto vad je nutno
samce vyrtadit z plemenitby.

Negenetické faktory reaguji na podminky chovu. Patii mezi né: vyZiva, teplota,

svétlo, vyuzivani samcil p¥i pFipousténi, pohyb, osetiovani a vék (MAJZLIK, 2000).

3.9.2 Faktory ovliviiujici plodnost samic:
Plodnost samic se z genetického hlediska vyznacuje zna¢nou druhovou

stabilitou. Plodnost u samic dale ovlivituje individualita a vék samice. Rovnéz je

vvvvvv

vvvvv

faktory ovliviujici plodnost je technika a technologie chovu, kterd zahrnuje i vliv
¢lovéka. Teplota pusobi pies sezéonni vlivy. Spatny zdravotni stav ovliviluje
negativné plodnost (MAJZLIK, 2000).

TOLMAN (2019) uvadi jako faktory ovliviiujici plodnost, vék klisny,
temperament klisny a kondici klisny.

3.10 Poruchy oplodnéni

Selhani oplodnéni muze byt nasledkem smrti vajicka dfive, nez dojde ke
spojeni se spermii, strukturdlni nebo funkéni abnormalitou vajicka nebo spermatu,
fyzické bariéry v genitdlnim traktu klisny a nasledné zabranéni pfenosu gamety na

misto hnizdéni a ovulaé¢niho selhani.

3.11 Ztrata brezost
Ztrata brezosti je zodpovédna za vétSinu poruch bfezosti u hospodaiskych
zvitat. Ztratu biezosti Ize rozdélit na embryondlni a fetalni mortalitu. Ke ztraté

bfezosti mize dojit v riznych fazich:

1. Pied uznanim biezosti klisnou — ¢asna embryonalni mortalita
2. Po uznani biezosti klisnou — pozdni embryonalni mortalita

3. Bc¢hem fetalniho stadia — fetalni mortalita (HAFEZ a HAFEZ, 2000).
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Embryonalni mortalita

Embryondlni mortalita oznacuje smrt oplodnénych vajicek a embrya az do
konce implantace. Asi 20 az 40 % embryi se u hospodatskych zvifat ztrati. Casna
embryonalni mortalita je Gastdj§i nez pozdni embryonalni mortalita. Casna
embryonalni mortalita by méla byt povazovana za normalni proces eliminace
nevhodnych genotypu (HAFEZ a HAFEZ, 2000). K vétsing téchto ztrat dojde béhem
prvnich 40 dnt gravidity. Odumieni je zjiSténa absenci konceptu téméi v 50 %
piipada (TOLMAN, 2019). Mezi pii¢iny, které mohou zplisobovat embryonalni

mortalitu, patii:

e cendokrinni faktory — Zrychleny nebo zpozdény transport vajicka
v disledku  nerovnovahy  estrogenu a  progesteronu  vede
k pfedimplata¢ni smrti.

e laktace — Pfipousténi klisen s hiibétem vedlo k ¢asné embryonalni
mortalité, ktera je pii¢itana ke snizené obranyschopnosti délohy, stresu
z laktace a netiplné regeneraci.

e vyziva klisny — Kaloricky pfijem a specifické nutricni nedostatky
ovlivituji rychlost ovulace a oplodnéni, stejné jako mohou zplsobit
embryonalni mortalitu. U klisen je kritické obdobi pro embryondlni
resorbci 25 az 31 dni po ovulaci.

e vk klisny,

e ukonceni v déloze — Stupen placentarniho vyvoje je primarné ovlivnén
dostupnosti prostoru a cévnim zasobenim v dé€loze. Se zvySujicim se
poctem implantaci se snizuje cévni zdsobeni na kazd¢é misto a omezuje
vyvoj placenty. To mé za nésledek embryonalni a fetalni imrtnost.

e tepelny stres,

e sperma,

e Nekompatibilita — Zdédény genotyp mlze zahrnovat fadu genetickych
faktord, které vedou k nekompatibilité a Casnym ztratdm embryi. Mlze
existovat nekompatibilita mezi spermii a matkou, mezi spermii a

vajickem nebo zygotou a matkou.
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Fetalni mortalita
Do fetdlni mortality patii potrat. Potrat je ukonceni biezosti s vyloucenim
plodu rozpoznatelné velikosti. Potraty mohou byt spontdnni nebo indukované nebo

infekéni a neinfekéni (HAFEZ a HAFEZ, 2000).
3.12 Zpusoby reprodukce

3.12.1 Prirozené pripousSténi

Pfirozené pfipousténi l1ze definovat jako fyzicky kontakt samice a samce, kdy
dojde Kk pafeni. Pti pfirozené plemenitbé zaleZzi hlavné na ochoté samice se pafit
(REECE, 2010).

Prvni zafazeni hiebce do plemenitby by mélo byt ve 3 letech, ale v jeho prvni
sezoné by mél pokryt jen par klisen. Ctyflety hiebec je schopen pokryt kolem 50
klisen, ale u miry plodnosti a libida 1ze ocekévat, Ze nebude konzistentni. Do 5 let by
m¢él dosdhnout svého plného potencionalu, coz je u hiebeit 50-100 klisen za sezénu a
az tfi klisny denné s dobou odpocinku (DAVIES, 2015).

U prirozeného ptipousténi mizeme rozeznat nékolik zplsobl zapousténi
klisen. Prvni moznosti je divoké pfipousténi. Divoké pfipousténi je pfirozeny zpusob
u stad volné Zzijicich, polodivokych nebo divokych koni. Nejsiln€jsi hiebec
vyhledava klisny v fiji a odhani slabsi hiebce. Tento zpisob se u nas nepouZziva.

Dals$im zplisobem, kterym mlzeme zapustit klisny, je pfipousténi skupinove,
kdy do vybraného stdda klisen ptipustime vybraného hiebce, ktery se volné¢ pase a
ptipousti klisny v fiji.

Poslednim zplsobem je pfipousténi individualni, které se d& rozd¢lit na
ptipousténi volné nebo z ruky.

Pii volném pfipuSténi se klisna s hfebcem pousti voln€ do ohrady a tam
hiebec sdm klisnu ptipusti. Tato metoda zarucuje vysoké procento biezosti, ale kvili
vysokému riziku poranéni a vysileni hiebce se nepouZziva.

Nejvice je rozsifené piipousténi z ruky (SPECIALNI ZOOTECHNIKA,
1958). Ptipousténi z ruky je standardem ve vétSin€ zemi a s rostouci hodnotou chovu
je znacné praktikovano.

Béhem procesu pripousténi z ruky by méli byt pouze dva vodici, jeden pro
kazdého kon¢, v idedlnim ptipadé¢ by méli mit pevnou obuv a pfilbu. Vodi¢ hiebce

by mél také nést hal, kvili pfipadnému pokarani hiebce.
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Jakmile je Klisna piipravena k zapusténi, nejdiive se ,,zkousi” za zkuSebni
sténou, aby nedoSlo k poranéni hiebce. Pokud je klisna piipravena k zapusténi,
odvede se od zkuSebni stény a piivede se k ni hiebec. Jakmile je penis hiebce zcela
vztyCen, dovoli se mu skok. Pomocny oSetfovatel pritdhne ocas klisny k jedné strané
a zavede penis do vaginy. Tato metoda se vsak jiz nepovazuje za spravnou praxi,
protoze neocekavané vnéjsi podnéty mohou narusit normalni sled udélosti vedouci
k ejakulaci, zejména u mladych hiebct. Uspé$nad ejakulace je signalizovana
rytmickymi pohyby ocasu hiebce. Po ejakulaci by si mél hiebec odpocinout na
klisn€. Po seskoku z klisny odvedou vodic¢i koné pry¢. Klisna se mize provazet, aby
nedoslo k vypuzeni spermatu. Hiebec se odvede do myciho boxu, kde by mu mél byt

umyt penis a jeho genitalie vySetfeny (DAVIES, 2015).

3.12.2 Uméla inseminace

Historie inseminace klisen se datuje az do roku 1300, kdy se Arabim podafiilo
prenést sperma kvalitniho hiebce a oplodnit s nim nékolik klisen. V roce 1678
v Nizozemsku A. van Leeuwenhoek, ktery objevil mikroskop, byl prvni, ktery vidél
spermatozoa, které povazoval za predchiidce zivych tvort.

Po prvni svétové valce se vyzkum inseminace pfesunul na skot a ovce.
Dtvodem byl nejen klesajici vyznam koné, ale také bylo u téchto druhii snadnéjsi
dosahnout pokroku. Ve dvacatych az Sedesatych letech doSlo k vyznamnym
pokroklim, jako byl vyvoj umélych vagin a fantomi, které umoznuji odbér spermatu.

Vzhledem k tomu, Ze se role koné¢ zménila ze zemédélského pracovniho koné
na partnera pro jezdecké sportovni a volno€asové aktivity, se pokles poctu koni v 60.
a 70. letech zvratil (AURICH, 2012).

Rozvoj inseminace u koni v Evropé omezila valka. Po druhé svétové valce
doglo k rozifovani inseminace i v byvalém Ceskoslovensku v souvislosti s likvidaci
hieb¢i ndkazy, které byla kvili velkému importu koni zna¢né rozsirena.

Inseminace zvitat byla mnoho roka 20. stoleti akceptovana a fadn¢ vyuzivana
metoda reprodukce u krav a prasat, az se dosp€lo k SirSimu vyuziti v chovu koni.
Dnes existuji stejné podminky pro jeji vyuziti v chovu koni jako u jinych druht
zvitat (STASTNA a STASTNY, 2016).

Umélé inseminace se praktikuje po celém svété u hospodarskych zvitat a koni
a stale vice se vyuziva u spolecenskych zvifat a volné¢ zijicich druha. Déle je

inseminace zakladem pro dal§i biotechnologické metody od embryotransferu po
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klonovani. Po desetileti vyzkumu se inseminace zaméfila na skot, ale b&hem
poslednich 25 let ziskala tato biotechnologie stale vétSi uznani v chovu koni.
Dilezité rané studie inseminace u savcu byly provedeny u konovitych, avSak az na
konci 19. stoleti byly u koni zavedeny prvni programy umé¢lé inseminace.

Vzhledem k dlouhému a proménlivému trvani estra u klisen a k obtizné
diagnostice, ktera by presné dokazala predpovédéet ovulaci, vyzaduje inseminace koni
podrobné znalosti fyziologie estralniho cyklu klisny a casné urCeni biezosti
(AURICH, 2012).

Vyhody inseminace klisen

e Zdravotni kontrola. Nedochazi k ptenosu pohlavnich chorob jako pfi pateni.

e Snizeni rizika poranéni hiebce, klisen a oSetfovatele.

e Moznost uskladnit ejakulat, je mozné inseminovat klisny v libovolné dobé
(co nejblize k ovulaci), bez ohledu na ptitomnost hiebce.

e Deponovani ejakulatu ptimo do téla délohy v optimalni dobé.

e Lepsi vyuziti hiebct pii fedéni ejakulatu a k prfipravé vétsiho poctu
inseminacnich davek, coz ndm umoziuje inseminovat jednim ejakulatem vic
klisen ve stejném case a v dusledku kontroly ejakulatu se zabezpedi
pozadovand kvalita.

e Moznost hlubokého zmrazeni ejakuldtu a jeho uskladnéni v tekutém dusiku
na neomezenou dobu.

e Klisna nemusi pfijit do kontaktu s hfebcem.

e FEjakulat ur€eny na inseminaci je mozné pouzit Cerstvy, chlazeny, ktery se
muze piepravit i mimo misto odbéru na vétsi vzdalenost anebo uskladnény
zmrazeny na pozdgjsi pouziti (STASTNA a STASTNY, 2016).

e SniZeni nakladi a stresu pii pfepravé klisny nebo klisny s hiibétem
(SCHWEIZER a kol., 2006).

e Nepfetrzita dostupnost mrazenych inseminacnich davek.

e Lepsi naCasovani inseminace pii inseminaci mraZzenym spermatem.

e Zvyseni genetické zasoby (SAMPER, 2009).
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Umeélé inseminace je technika, pii které se vpravi klisné do délohy v optimalnim
Case sperma, které ma dostateCny pocet zivych a normalnich spermii. I kdyz se mize
zdat tento postup jednoduchy, spravné nacasovani a koordinace udalosti vede
k optimalni mife brezosti. (SAMPER, 2009).

Nevyhody inseminace:

e U chlazeného spermatu lze brat jako nevyhodu naklady majitele klisny na
sbér, baleni a pfepravu spermatu a zvySené veterinarni naklady na vySetieni
klisny a ptipadnou hormonalni kontrolu cyklu,

e Sperma od nékterych hiebcii neptezije chlazeni a transport (SCHWEINER a
kol., 2006).

e Nevyhodou u mrazeného spermatu je niz$i mira biezosti od nékterych hiebcti
a nedostatecné ujisténi o kvalit€¢ inseminacni davky.

e ZvySeni nakladi pro majitele.

e Zvyseni prace.

e Niz8i mira bfezosti primérné 50 % (SAMPER, 2009).

Inseminace ¢erstvym spermatem
Za inseminaci Cerstvym spermatem se povazuje takové provedeni, kdy je
hiebec odebran na farmé a sperma je pouzito bud’ okamzité¢ v nezpracovaném stavu,
nebo je zftedéno (SAMPER, 2009).
Inseminace zchlazenym spermatem
Inseminace zchlazenym spermatem znamen4, Ze sperma se po odbéru zfedi a
nastfikem se pomalu ochladi na teplotu 5-8 °C. Poté se transportuje k pouziti do 12—
36 hodin (SAMPER, 2009). DUSEK a kol. (2011) uvadi pouZitelnost zchlazeného
spermatu 12—48 hodin po odbéru podle pouzitého fedidla.
Inseminace dlouhodobé konzervovanym (mrazenym) spermatem
Dlouhodobé konzervované sperma je odebirano a zpracovano vhodnym
zpusobem a poté skladovano v tekutém dusiku, aby byla moznost pouziti n¢kolik
dni, mé&sict nebo let po odbéru (SAMPER, 2009). Takto skladované a uchovavané
sperma si udrzuje svoji oplozovaci schopnost po desitky let (DUSEK a kol., 2011).
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Inseminace nizkou davkou spermatu

Nedavno byly vyvinuty metody inseminace s nizkou davkou, které umoznuji
pouziti mensich vzorkti spermatu jako vzorku pro inseminaci. To je potencionalné
dualezité u hiebcti se Spatnou kvalitou spermatu jako napi. s nizkou koncentraci nebo
objemem (DAVIES, 2015). Obecné doporu¢eny minimalni pocet spermii potiebny
pro umélé oplodnéni u klisny je vy$§i nez 200 x 10° progresivné pohyblivych
spermii. Rada studii prokazala, Ze ultrazvukem fizena nebo rektalné vedena hluboka
inseminace s5 x 10° Zerstvych spermatozoi mizZe produkovat uspokojivé miry
btezosti. Pii pouziti hysteroskopické inseminace je mozné uspé$né snizit inseminacni
davku na 1 x 10° zmrazenych a rozmrazenych spermii. Chirurgickym oplodnénim
vajicek u klisen lze sniZzit inseminaéni davku na pouhych 2 x 10° spermatozoi, pfi
uspokojivé mife brezosti (MCKINNON, 2011).

Inseminace kryokonzervovanymi epididymalnimi spermiemi

Rostouci povédomi o novych technologiich pifi uchovani spermatu a
pozadavky na zachovéani cenné genetiky vedlo ke zvySeni dfive nedostupnych
postupll, jako je zmrazeni spermatu od kastrovanych nebo nedédvno zemftelych
hiebct.

Obecné plati, ze vétSina téchto konzervovanych bunck se shromazduje
v dusledku ejakulace a bud’ se ochladi na 5 °C a skladuje se po dobu 24-48 hodin,
nebo se zmrazuje a uchovava v kapalném dusiku po neurcitou dobu. Mohou vsak
nastat situace, které brani pfirozenému odbéru a uchovani spermatu. Patii mezi né
odbér spermatu od samct, ktefi byli kastrovani nebo ktefi maji smrtelné zranéni
(MCKINNON, 2011). Odbér epididymalnich spermii u zivého sedovaného koné je
V porovnani s izolaci spermii z nadvarlete v laboratoii neefektivni metoda, jelikoz se
ziska velmi maly pocet spermii. Chirurgické odstranéni obou varlat s nadvarlaty je
povazovano za nejefektivnéjsi zptisob ziskavani epididymalnich spermii (SICHTAR
a JANOSIKOVA, 2017).

Spermie lze sbirat bud’ usazenim epididymalniho kanalu nebo rozdrcenim
tkan¢, aby se uvolnily spermie. PfestoZe byla po pouziti zmrazenych a rozmrazenych
epididymalnich spermii hlaSena biezost, je plodnost epididymalnich spermii in vivo
niz§i nez u ejakulovanych spermii (MCKINNON, 2011). SICHTAR a
JANOSIKOVA (2017) uvadi tii metody izolace spermii: aspirace, flotace a
retrogradni vyplach hlavy nadvarlete. MORRIS a kol. (2001) uvadi biezost 45 %, pii

pouziti hysteroskopické metody inseminace s koncentraci 200 X 10° &erstvych
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epididymalnich spermii. Pfi pouziti kryokonzervovanych epididymalnich spermii se
bfezost snizila na 18 %.

Tato metoda neni jeSt¢ dostateCné prozkoumand a je nutné provést dalsi
vyzkum (MCKINNON, 2011).

Postup p¥i inseminaci klisen

Vlastni proces inseminace klisen neni slozity. Na rozdil od krav, kdy se
inseminacni pipeta zavadi do krCku délohy prostfednictvim manipulace ptes
konecnik, inseminace klisen se vykonéava uplné vaginalné.

Po detekei fije a vybéru klisny na inseminaci se klisna pfivede do prostoru
uréenému na inseminaci (fixacni box) a tam se klisna fixuje. Pfed inseminaci se
klisn€ spoutaji panevni koncetiny nebo se zvedne hrudni koncetina kviili bezpecnosti
(STASTNA a STASTNY, 2016). Koien ocasu se ovaze a odtahne se na bok. Vng&jsi
pohlavni organy se dikladn€¢ omyji, osusi a vydezinfikuji, aby se zabranilo
kontaminaci pochvy (SAMPER, 2009).

Pokud je klisna ptipravend, z prepravni nadoby se vyjme inseminacni davka,
bud’ z ptepravniho boxu, nebo z kontejneru na dusik. Na inseminaci klisen se
pouzivaji plastové katetry — pipety, na které se pfipoji injekéni sttikacka anebo
plastovd nadobka s nafedénym ejakulatem, piipadné¢ rozmrazenou inseminacni
davkou. Katetr ma zpravidla délku 50-60 cm s primérem 1-2 mm. Samotna
inseminace se provadi vaginalni metodou s vizudlni kontrolou nebo bez vizudlni
kontroly.

Pfi inseminaci s vizualni kontrolou se pouziva poSevni spekulum, které musi
byt sterilni a mé piiblizné télni teplotu. Spekulum se opatrné zasune do pochvy, kde
se rozevie. Pod kontrolou zraku se zavede katetr do krcku délohy asi 10-20 cm
hluboko, kde se deponuje insemina¢ni davka. Jednodussi a rychlejsi metodou je
metoda zasouvani katetru pod kontrolou ruky (STASTNA a STASTNY, 2016).
Spi¢ka inseminaéni pipety se umisti do seviené ruky a na zadni stranu ruky se nanese
sterilni nespermicidni lubrikani gel. Zakrytd ruka a inseminacni pipeta jsou
zavedeny do pochvy az k vnéjsi brance krc¢ku délohy, kde inseminator identifikuje
délozni kréek a opatrné zavede inseminacni pipetu do délohy, kde deponuje

inseminaéni davku (BRINSKO a kol., 2011).
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3.13 Embryotransfer

Embryotransfer je metoda asistované reprodukce, ktera ve svété vstoupa
v oblibé¢ (PYCOCK, 2014). Prvni GspéSny pienos embryi u koni byl uskute¢nén
v roce 1972 (KRAEMER a DUANE, 2013). Principem embryotransferu je vyjmuti
embrya z délohy klisny (darkyné¢) a jeho pieneseni do délohy jiné klisny

klisny ,,darkyné* a ,pfijemkyné“, plodnost hiebce a zkuSenosti a technické

dovednosti veterinaie (GUERIN a kol., 1997).

Pfinosem metody embryotransferu je:

1. Zkréaceni generacniho intervalu. Moznost reprodukéniho vyuziti jiz triletych,
ptipadné dvouletych klisen. Dochdzi ke zkraceni intervalu danou rozdilem
pohlavni a télesné dospélosti.

2. Intenzivni reprodukéni vyuziti vynikajicich klisen. MoZnost narozeni vice
hiibat od jedné klisny za jeden rok. Teoreticky lze pii kazdé fiji vyuzit
dozréavajici vajicko, klisnu oplodnit a embrya pfenést do ndhradnich matek

3. Vyuziti klisen pilisobicich ve sportu. Chov a sportovni vyuZiti klisny se
vzajemné vylucuji. Diky embryotransferu 1ze mit od sportovné aktivni klisny
hiibata.

4. Redeni nékterych druht neplodnosti klisen. Nejvice u klisen, které jsou sice
schopné vyprodukovat embryo, ale kvili neodpovidajicim podminkdm

Vv déloze embryo odumira (ERC MULLER, 2019).

3.13.1 Historie embryotransferu:

Prvni zminky o embryotransferu u koni byly v roce 1972, kdy se provadély
pfenosy embryi mezi koném, oslem, mulou nebo mezkem. Pienesené a shromazdéné
zygoty byly preneseny zpét do klisen nebo osli (KRAEMER a DUANE, 2013). V
roce 1974 se poprvé narodilo zivé hiibé, které pochazelo z embryotransferu. Ze
zacatku byla koniskd embrya pifenesena ithned po vyplachnuti, dokud nebyly v
pozdnich osmdesatych létech popsany kultivaéni média a technika pro uspeésné
chlazeni a kratkodobé skladovani. Prvni uspésnd kryokonzervace konskych embryi
zmrazeni nebo vitrifikace (ultrarychlé zmrazeni) malych embryi (MCCUE, 2015).
KREAMER a DUAN (2013) uvadi, ze prvni potomek ze zmrazeného embrya byl
vroce 1983. Pokrocilé techniky asistované reprodukce jako je transfer oocytu,
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intracytoplazmatickd injekce spermii (ICSI) a klonovani byly zavedeny do chovu

koni koncem 90. let a pocatkem 20. stoleti. V soucasné dobé embryotransfer

zahrnuje superovulaci, pienos Cerstvych nebo chlazenych embryi, vitrifikaci embryi,

odbér oocytl, intracytoplazmatickou injekci spermii a klonovani (MCCUE, 2015). V

tabulce €. 1 je zndzornén Casovy sled udélosti ve vyvoji embryotransferu.

Tabulka 1: Casovy tsek v historii embryotransferu u koni:

Rok Meznik

1972 Prvni potomek po embryotransferu u koni (hybrid, chirurgicka
1974 Prvni konsky potomek po embryotransferu (neoperacni metoda,
1974 Superovulace u sezonné anestrickych klisen

1975 5 brezich klisen z neoperac¢niho prenosu embryi

1979 Zadost o registraci koni po embryotransferu (zamitnuto)

1980 Dve¢ htibata z rozdéleného embrya

1983 Prvni kratky kurz embryotransferu u koni

1983 Potomci embryotransferu ze zmrazenych embryi

1983 Superovulace v obdobi rozmnozovani

1984 Prvni mezinarodni sympozium o embryotransferu u koni

1984 Komer¢ni vyuziti koiiského odborného vzdélani (vysokoskolské
1985 Komer¢ni vyuziti konského odborného vzdélani (soukromé
1985 Prvni potomek zebry z embryotransferu

1985 Prvni potomek koné pievalského z embryotransferu

1985 Mezinarodni pfeprava embryi koni v dusiku

1987 Chlazeni embryi na 24 hodin

1989 Pteprava chlazenych embryi

1991 Intrafolikularni transfer oocystii

1991 Prvni konsky potomek oplodnény in vitro

1993 Prenos konskych oocyti

1997 Biopsie Konského embrya

1998 Prvni konsky potomek z intracytoplazmatické injekce spermie (ICSI)
2000 Prvni konsky potomek z intramalfopickytransfér gamety

2002 Kryokonzervace koniskych oocytl

2003 Prvni potomek koni klonovany z plodovych bun¢k

2003 Prvni potomek koni klonovany ze somatickych bunék

2010 Prvni hiibé z biopsie, vitrifikované embryo

2012 Superovulace  klisen  pomoci  rekombinantnich  konskych

Zdroj: KRAEMER a DUANE, 2013

3.13.2 Klisna darce embrya (,,darkyné*)

Hlavnim divodem, pro¢ se embryotransfer provadi je moznost ziskédni oocytl

klisen, které nemohou zabfeznout a odchovat vlastni hiibé z divodu fyziologického

zdravi. Ziskané oocysty se pfenesou do zdravé klisny, kterd hiibé odnosi a porodi

(PYCOCK, 2014).
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Klisny ,,darkyné*“ jsou obvykle cenné, za které stoji vynalozit penize. Mély by
byt zdravé, ale i klisna se zanétem délohy muze zabfeznout. Vyplachnuté embryo

M6

Z délohy se zanétem se omyje a vlozi se do klisny ,,piijemkyné®. Nicmén¢ je vzacné,
kdyz tato embrya preziji. Klisna ,,darkyné* by m¢la byt idealn¢ ve véku 3-10 let a
m¢éla by byt zdrava (HARTMAN a kol., 2011).

Kazda klisna ,,darce embrya® by méla mit minimaln¢ dvé klisny ,pfijemce

embrya® (SAMPER, 2007).

3.13.3 Klisna prijemce embrya (,,pFijemkyné*)

faktorem ovliviiujici uspéSnost embryotransferu. Jako klisny ,,pfijemkyné™ jsou
upiednostiiovany mladé klisny, které mély v minulosti jedno nebo dvé hiibata.
Idedlni jsou klisny ve véku 3-10 let. Nejcastéji se pouzivaji klisny, které mely dva
nebo vice normdlnich fijovych cykli a dilezité je, aby byly vybrany piijemkyné,
které ovulovaly 1 den ptfed, ve stejny den nebo 3 dny po ovulaci ,,darkyné*

(MCKINNON, 2007).

3.13.4 Synchronizace Fije

synchronizace cykll klisen-darkyné a piijemkyné. Dulezité je, aby déloha klisny
piijemkyné byla piipravena k piijmuti a vyzivé embrya (LESTE-LASSERRE, 2015).
Nejcastéji se k synchronizaci pouziva prostaglandin F2a (NETO a kol., 2018).
Nejvétsi vliv na synchronizaci fije u darkyné a piijemkyné ma vek, kdy klisny od 3-
10 let mély délku pohlavniho cyklu podobnou, ale klisny ve véku 13-26 let mély
pohlavni cyklu delsi nez klisny ve veéku 3-10 let viz. graf ¢.1 (MARINONE a kol.,
2015).
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Graf 1: Priimérna délka pohlavniho cyklu v zavislosti na véku klisny:
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Zdroj: MARINONE a kol., 2015

3.13.5 Superovulace
Pii superovulaci se ziskava vice oocyti béhem jednoho estralniho cyklu.
Ziskanim vétsiho poctu oocytll nebo embryi dochdzi ke zvySeni poctu potomkul a

poctu ovulact, které mohou umoznit ziskéani vice in vivo zralych oocyti.

Latky pouZivané pro superovulaci
1. Gonadotropin-releasing hormon (GnRH)
2. Equine Pituitary Extract (EPE), (extrakt z hypofyzy)
3. FSH hormon
4. Inhibinova vakcinace (MCKINNON, 2007).

3.13.6 Vyplach embryi

Vyplach embryi se provadi pomoci vyplachovaciho média, které se pomoci
katetru vléva do dé€lohy klisny. Vyplachnutd embrya jsou ziskavéna pies specialni
filtr. Embryo obvykle vstupuje do délohy 5. den po ovulaci ve fazi moruly. Vyplach
embryi se provadi 7. den po ovulaci transcervikdlnim déloznim vyplachem viz
obrazek ¢. 1. Vtomto okamziku vétSina embryi dosdhne vyvojového stupné
blastocysty. Pokud bude embryo kryokonzervovano, je nejlepsi ho vyplachnout 6.
den po ovulaci (REENSKAU, 2014). MARINONE a kol. (2015) uvadi, Zze den

vyplachnuti embrya nema vliv na prodlouZeni pohlavniho cyklu viz graf ¢.2.
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Graf 2: Vliv dne provedeni vyplachu na délku pohlavniho cyklu
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Zdroj: MARINONE a kol., 2015

Obrazek 1: Vyplach délohy
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Zdroj: SQUIRES a kol., 2003

Odebranéa embrya je potieba zhodnotit. Embrya se fadi do ¢tyt skupin od 1 do 4.
Nejlepsi skupina je 1 - excelentni, kdy embryo mé symetricky kulovity tvar,
jednotnou barvu a velikost bun¢k. Nejhorsi skupina je 4 — $patné, kdy embryo je
obdélnikovitého nebo nepravidelného tvaru s degenerativnimi bunikami. Hodnoti se

také vyvojova stadia viz tabulka 2 (BRINSKO a BLANCHARD, 2011).
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Tabulka 2: Pfedpokladany vyvej embryi podle stari:

Stafi embrya (dny) Primérna velikost Vyvojové stadium

embrya (um)

6 200 morula/rana

blastocysta

7 400 morula/blastocysta
8 1000 blastocysta
9 2000 blastocysta

Zdroj: BRINSKO a BLANCHARD, 2011

3.13.7 Prenos embryi

Pro ptenos embryi se vyuzivaji dvé metody, a to chirurgickd a nechirurgicka
metoda.

Principem chirurgické metody je provedeni laparotomie. Klisna, do které se
vklada embryo, je lokdlné znecitlivénd. Za sterilnich podminek chirurg provede fez
na boku klisny, lokalizuje d¢€lohu, vytahne délozni roh. Technik udéld maly otvor do
dé€lozniho rohu a zavede malou plastovou pipetu do délozniho rohu. Pipeta obsahuje
embryo. Poté se klisna za$ije a po dobu péti dni se klisné€ podava penicillin.

Nechirurgickd metoda pienosu embrya je podobna procesu umélé inseminace.
Pouziva se jednorazovy umély inseminacni katetr. Technik zavede sterilni katetr,
ktery obsahuje embryo pfes délozni kréek do délohy, kam je embryo vloZeno

(STRICKLAND, 2001).

3.13.8 Chlazeni a preprava embryi

Embrya mohou byt zchlazena a uchovavana pii teploté¢ 5°C. Chlazeni a
skladovani embryi pfi této teploté umoziiuje piepravu embryi do centrdlnich stanic
pro pienos do klisen darkyn. Postupy pro chlazeni a transport embryi byly poprvé
popsany v publikaci pana CARNEVALE a kol. (2012), kteti prokazali, ze Hamova
smés F-10, ktera byla zplyfiovana se smési 5 % oxidu uhli¢it¢ho, 5 % oxidu
kiemicitého a 90 % dusiku, udrzi zivotaschopnost embryi po dobu 24 hodin. Po
pouziti této smési nejde po uplynuti 24 hodin embrya zmrazit (SQUIRES a kol.,
2003).
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3.13.9 Zmrazovani embryi

Pomalé zmrazovani

Pomalé¢ zmrazovani embryi bylo prvni metodou zmrazovéani. Principem
metody bylo pfidani kryoprotektantu napft. glycerolu a postupné zmrazovani. Embrya
uchovavana pii teploté 4 °C byla ochlazena na teplotu -6 °C po dobu 15 minut, poté
se ochladila na -30 °C az -33 °C a ponofila se do dusiku. Pomalé zchlazeni trva 1-2
hodiny a je za potfebi mrazdk, ktery je ndkladny. To pravdépodobné vyvolalo
hledani alternativnich metod jako je vitrifikace embryi, kterd je rychlejsi a

nevyzaduje drahé vybaveni (SQUIRES a MCCUE, 2016).
Kryokonzervace — Vitrifikace embryi

Alternativou k pomalému zmrazovani embryi je proces zvany vitrifikace.
Jedna se o metodu ultrarychlého zmrazeni, kterd zabranuje tvorbé ledovych krystalkt
a kapalina se zméni na pevnou sklovitou fazi bez tvorby ledu. Vyhoda je v rychlosti
a ve snadnosti provedeni, ale nevyhodou je vystaveni embryi vysokym koncentracim
kryoprotektantd (CARNEVALE a kol., 2012).
HOCHI a kol. (1995) uvadgji riznou zivotaschopnost po vitrifikaci embryi,
Podle HINRICHS a CHOI (2016) nelze mrazit embrya vétsi nez 300 um kvuli
tvorbé blastocoelu, prvotni dutiny, ktera je vyplnéna tekutinou. Dlouhou dobu se
predpokladalo, Ze naruseni dutiny vede k usmrceni embrya. Vysledky studii dosly k
moznosti mikromanipulace s blastocoelem a k naruSeni dutiny. Po rozpadu
blastocysty nasledovala vitrifikace embrya. Takto se mohou krajné kryokonzervovat

embrya do velikosti 650 um. Avsak tato metoda je nakladna a naro¢na.

3.14 In vitro produkce embryi

In vitro produkce embryi u koni je reprodukéni biotechnologickd metoda
(SICHTAR, 2018). Vyvoj metod pro produkci embryi in vitro u koni byl opozdén ve
srovnani s ostatnimi druhy zvifat. Reprodukéni charakteristiky klisen jsou z casti
odpovédné za nedostatek vyzkumu v této oblasti. Klisna je sezonné polyestricka,
proto umoznuje sbér oocytli jen v urcitych meésicich roku. Ve srovnani s ostatnimi
druhy zvitat mize byt od klisny ziskano pomérné malo oocytl z jednoho vajecniku a

dostupnost vaje¢niku z jatek je omezena (CARNEVALE a kol., 2012).
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3.14.1 Odbér oocyti

Oocyty z ovaridlnich folikult 1ze ziskat nékolika moznymi zptsoby. Pokud
klisna uhynula a jsou kdispozici vajeéniky =z jatek, je mozné folikuly otevfit
skalpelem a cely vnitini povrch folikulu peclivé seskrabat kyretou. Druhou moznou
metodou je aspirace pomoci jehly pfipojené na stfikacku nebo vakuovou pumpu
(SICHTAR, 2018). Aviak CARNEVALLE a kol. (2012) uvadi, Ze tato metoda je pro
Klisny netspésna a vétSinou je folikul otevien skalpelem. Ze Zivych klisen se oocyty
ziskavaji aspiraci, kterou je mozno provést laparoskopicky-transkutanni punkci ptes

slabinu nebo transvaginalni aspiraci pomoci ultrazvuku TUGA (SICHTAR, 2018).

3.14.2 Zrani oocyt

Vétsina odebranych oocyti je nezralych. In vitro zrani je dulezité, aby oocyty
byly ve stadiu schopného oplozeni. Zrani oocytd probihd v inkubatoru nastaveném
na teplotu 38,2 °C s atmosférou 5 % CO: a trva cca 24 hodin a oocyty jsou umistény
v chemicky definovanych kultivaénich médiich (SICHTAR, 2018).

3.14.3 In vitro fertilizace pomoci ICSI

Intracytoplazmaticka injekce spermii (ICSI) je injekce jednoho spermatu do
cytoplazmy oocyti viz obrazek 2 (MASERATI a kol., 2016). Technika ICSI
umoznuje pouziti spermii od hiebell se Spatnou kvalitou spermatu nebo s omezenou
aktivitou po rozmrazeni (CARNEVALLE a kol., 2012). ICSI se provadi pomoci sady
dvou jehel, z nichz jedna orientuje a udrzuje zraly oocyt na misté, zatimco druha
mnohem jemng&;jsi jehla se pouziva K injektovani jedné spermie piimo do cytoplazmy
oocytll. Spermie vybrané pro injekci jsou subjektivné pozorovany. Sleduji se
parametry motility a morfologie, které by mohly ovlivnit oplodnéni (MASERATI a
kol., 2016).
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Obrazek 2: Schéma ICSI

Zdroj: KINDRA, 2017

3.14.4 Intrafallopialni transfer gamet

Gamete intrafallopian transfer (GIFT) je metoda, ktera zahrnuje pfenos oocytd
spolu s nizkym poétem spermii (2-5 X 10°) do vejcovodu (SAMPER, 2009). Tato
metoda se provadi laparoskopicky (BRINSKO a BLANCHARD, 2011), kdy se
spermie ukladaji v infundibularni nebo v ampulové oblasti vejcovodu. Tato metoda
vyzaduje niZ8i pocet spermii, proto je tato technika uzite€na u subfertilnich hiebct, u

zmrazené¢ho spermatu nebo u sexovaného spermatu (SAMPER, 2009).

3.15 Sexace spermii

Jiz v ptedeslych letech byla snaha o ovlivnéni pohlavi. Metody, které se o
separaci spermii snazi, se zakladaji na principu, Ze chromozom X je vé&tsi nez
chromozom Y, a tudiZ je i t&z§i (RIHA a kol., 1999).

Prvni narozené hiibé ze sexovaného spermatu bylo hlaseno v roce 2000.
Sexing spermii se provadél riznymi metodami s riiznym Uspéchem u riznych zvitat,
véetné diferencidlniho barveni X a Y chromozomu, analyzy karyotypu spermii a
prutokovou cytometrii.

Priitokova cytometrie se jevi jako metoda s nejvétSim potencionalem a byla
uspesné pouzita u krali¢iho, by¢iho a hfebciho spermatu. Nedavny vyvoj v pratokové
cytometrii vedl Kk fluorescen¢né aktivované bunééné separaci (FACS), o které se
uvadi, ze je velmi uspéSna pro vybér pohlavi. FACS pracuje na zakladé, Zze
chromozomy nesouci X a Y se lisi svym obsahem DNA. Spermie jsou ziedény a

inkubovany s fluorescen¢nim barvivem. MnoZstvi odebrané¢ho barviva zavisi na
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obsahu DNA spermii. Poté se prochazi argonovym laserovym paprskem, ktery
indukuje fluorescenci spermii, aniz by spermie poskodil a pak pfes vychylovaci
desky s vysokym napétim prutokového cytometru, které je oddéluji podle jejich
fluorescence na spermie nesouci X nebo Y. Uéinnost této metody je uvadéna 94-96
% s 60 % mirou biezosti u Cerstvého a chlazeného spermatu. U mrazeného spermatu

je mira biezosti asi 20 % (DAVIES, 2015).

3.16 Klonovani

Klonovéani je produkce geneticky identickych jedinci bez rozmnoZovani.
Klonovani vyuzivd somatické nebo télni bunky a je dilezitym nastrojem pro
mnozeni zvifat s cennym genotypem nebo pro ochranu ohrozenych druht zvifat
(SAMPER, 2009).

Jedna se o metodu, ktera poutd v posledni dobé mnoho pozornosti. Z oocytu se
odstrani vlastni jadro a transplantuje se do n&j jadro somatické bunky darce s jeho
kompletni genetickou informaci. Odstranéni jadra z oocytu se provadi zpravidla
odsati mikropipetou, transfer darcovského jadra pak rovnéz injekén€ sklenénou

vvvvvv

Klonovani je velmi naro¢na a malo u¢inna metoda (DUSEK a kol., 2011).
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4 Material a metodika

4.1 Charakteristika sledovanych chovi
Sbér dat byl provadén ve dvou chovech koni, a to na farmé Ujezd a

Vv jezdeckém centru Zduchovice.

4.1.1 Farma Ujezd

Farma Ujezd se nachézi v jiznich Cechach 8 km od mésta Tyn nad Vltavou.
Hlavni ¢innosti farmy je chov a nasledny prodej sportovnich koni. Chov koni v
Ujezdé zapocal v roce 1995. Vybrana lokalita a Glenity terén Albrechticka velmi
dobfe vyhovoval chovu sportovnich koni. V roce 2004 byl piikoupen Dviir Ujezd,
ktery byl postupné ptestavén tak aby spliioval podminky pro vycvik sportovnich
koni. Historie Dvora Ujezd se datuje az do dob vlady Marie Terezie.

Skutecnym prillomovym okamzikem pro chov bylo otevieni hranic a moznost
dovozu Spickového genetického materialu na nejlepsi vybrané jedince. Na velmi
kvalitni holStynské a hanoverské klisny se pouZziva sperma téch nejlepSich hiebct na
svété, ktefi jsou provéteni ve svétovém Spickovém sportu jako je mistrovstvi Evropy,
mistrovstvi svéta nebo olympijské hry. Potomstvo se testuje ve sportu a nejlepsi
jedinci i v chovu.

Chov pfispiva k dobré prezentaci Albrechtic nad Vltavou a podili se na udrzeni
kulturniho vzhledu krajiny a jeji ekologické stability. Tyka se to pfedevS§im vyuZziti
trvalych travnich porostii pro pastvu.

Farma je zcasti sobéstatna v zajistovani objemného krmiva. Farma
obhospodatuje ptiblizné 100 ha travnich porosti, z ¢ehoz asi 15 ha tvoii pastviny.
Klisny s hiibaty jsou chovany Vv rezimu pies den vybéh a nanoc box. V letnim
obdobi pii vysokych teplotach se tento rezim muze zménit na pies den box a v noci
vybeh. Klisny, které v pfedchozim roce nezabtezly, jsou chovany v reZimu 24/7 na
pastve s pristfeSkem a vodou. V zimnim obdobi maji k dispozici adlibitni piikrmy v
podob¢€ travni senaZe. Ve stdji jsou dvakrat denné krmeny senem a jadrnym

krmivem.
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Obrazek 3: Staj a vybéhy pro chovné klisny

Zdroj: MAPY.CZ(a)

Na obrazku 3 jsou zluté¢ znazornény vyb&hy pro chovné klisny, Cervené je
ohrani¢ené zimovisteé, kde se nachazi pristteSek a nezdmrzna napajecka. Cislo 1 na

obrazku znazornuje st4j pro klisny a htibata.

4.1.2 Jezdecké centrum Zduchovice

Jezdecké centrum resort Zduchovice se nachazi na okraji obce Zduchovice.
Aredl se nachéazi v turistické oblasti mezi pfehradami Slapy a Orlik na pomezi
Sedl¢anska a Piibramska. Funguje od roku 2004.

Jezdecké centrum resort Zduchovice se nezabyva pouze chovem koni, ale také
ubytovdnim v penzionu Jezernd, prondjmem boxu, prondjmem kolbist¢ a haly,
prodejem koni, pofadanim jezdeckych zavodu.

Areal obhospodatuje cca 200 ha orné ptidy a 200 ha trvalych travnich porosti,
na kterych se péstuje trava na seno a senaz. V useku chovu koni a ustdjeni pracuje 8
lidi. V arealu se nachazi ptiblizné 135 koni ve vSech vékovych kategorii.

Jezdecké centrum resort Zduchovice se zabyvd chovem holStynského
teplokrevnika. Tento chov patii k nejvétsim na tizemi Ceské republiky. Produktem
chovu je moderni typ koné s bezvadnym charakterem, vynikajici jezditelnosti,
elastickym, pruznym a silnym skokem a pfijemnym temperamentem, vhodny pro
amatéra i profesionala.

Chovné stado Vv resortu Zduchovice se sklada z 40 klisen, ale v roce 2019 jich

bylo pouze 30 inseminovanych. Klisny jsou ustajeny celoroné na pastveé a pres zimu

41



jsou prikrmovany vojtéSkotravni senazi. Na pastvé se nachazi nezamrzna napajecka a
pristiesek. Pred porodem jsou ustdjeny v individualnim boxe, kde ¢ekaji na porod a
po ohiebeni jsou zde ustajeny po dobu 14 dni. Poté jsou pfesunuty do volné staje,
kde jsou s hiibaty spole¢né. Pies den jsou poustény do vybéhu a na noc se zaviraji do
staje, kde jsou ustajeny na hluboké podestylce od bfezna do dubna nasledujiciho

roku. Podestylka se béhem kvétna az dubna dvakrat vyvazi a je pravidelné vapnéna.

Obrazek 4: Jezdecké centrum Zduchovice

Zdroj: MAPY.CZ(b)

Na obrazku 4 je znazornéna Cislem 1 stdj s individualnimi boxy, kde se hiebi
klisny, ¢islem 2 je oznacena volna stdj, kde jsou klisny ustdjeny s hiibaty do odstavu

hiibat. Obrazek ¢islo 3 znazoriiuje vybeh, kam jsou hiibata s matkami pousténa.

4.2 Material

Do sledovani bylo zatfazeno 49 klisen ve vékovém rozmezi od 3 do 20 let. U
klisen byla sledovana doba ovulace a doba inseminace cerstvym chlazenym nebo
mrazenym spermatem, vliv pouzitého spermatu na zabfeznuti a vliv véku na

zabteznuti na prvni fiji v daném roce. Celkem byly klisny pfipoustény osmdesatkrat.

4.3 Metodika
Klisny pied pfipusténim byly vySetfovany ultrazvukem Aloka SSD-500, aby
bylo mozné co nejptesnéji urcit dobu ovulace. Pfi inseminaci Cerstvym chlazenym

spermatem byly inseminovany pied ovulaci a ovulace nastala nejdéle do 72 hodin.
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Ovulace byla kontrolovana po 24 hodinach. Kontrola bifezosti byla také
diagnostikovana na zaklad¢ sonografického vysetieni a to 15. den od dne, kdy byla
diagnostikovana ovulace.

Pfi inseminaci mrazenym spermatem byly klisny vySetfovany v ¢asovych
intervalech podle zmén na déloze a vajecniku, kde dozraval dominantni folikul. Pti
zjisténi tije byly vySetfovany po 24 hodinédch. Pfi ustavani ptiznaki fijné delohy (tzv.
loukot'ové struktury) byly klisny vySetfovany v intervalu 4-6 hodin. Pfi zméné
kulovité struktury folikulu na protahly tvar byly klisny vySetfovany v intervalu do 2
hodin. Po ovulaci byly klisny inseminovany mrazenou davkou spermatu. Kontrola

btezosti probéhla taktéz 15. den od inseminace.

4.3.1 Detekce Fije u klisen

Klisny byly pfi fiji vySetfovany ultrazvukovym zatfizenim Aloka SSD-500. Pfi
vySetfovani byly klisny fixovdny na stani. Pfed ultrazvukovym vySetfeni bylo
provedeno rektalni vySetfeni a vyndani skybal. Poté bylo provedeno rektalni
ultrasonografické vySetfeni délohy a vaje¢niku. Na d€loze se pozorovalo, zda déloha
neobsahuje néaplit a piitomnost typické struktury fijné¢ dclohy tzv. loukotova
struktura (obrazek 5). Na vajecniku se sledoval rist dominantniho folikulu (obrazek
6). Pii inseminaci Cerstvym chlazenym spermatem byly klisny inseminovany pied
ovulaci. Po inseminaci se po 24 hodinach kontrolovala ovulace. Pfi inseminaci klisen
mrazenym spermatem byla dale pozorovana fijnd dé¢loha, ktera pfestavala mit
typickou strukturu. Dominantni folikul, ktery skonc¢ici fiji méni svij tvar
z pravidelného na protahnuty neboli tzv. hruSkovity tvar. Pfi zméné tvaru folikulu
byly klisny vySetfovany ve dvouhodinovych intervalech do ovulace. Po ovulaci byly

klisny pfipusStény hysteroskopickou metodou.
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Obrazek 5: Pri¢né zobrazeni stiedni ¢asti déloZniho rohu na pocatku Fije.

Zdroj: GRAGAR, 1997.

Obrazek 6: Dominantni folikul Obrazek 7: Dominantni folikul pied ovulaci

Zdroj: VLASTNI, 2019. Zdroj: VLASTNI, 2019.
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Obrazek 8: Folikuly na vajecniku v prechodném obdobi (,,pied Fiji*)

=
=

Zdroj: VLASTNI, 2020.

4.3.2 Statistické vyhodnoceni dat

Pro statistické vyhodnoceni vysledkt byl pouzit program Statistica.12 (Tibco)
a Microsoft Excel. Vyhodnoceni vlivu sledovanych faktorti bylo provedeno pomoci
chi-kvadrat testu, ktery porovnava pozorované a ocekdvané Cetnosti. Dale byl pouzit
dvouvybérovy t-test pro nezavislé vzorky. VSechna hodnoceni byla provedena na

hladin€ vyznamnosti a = 0,05.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Vliv typu uskladnéni spermatu na miru zabiezavani

Dle prvni hypotézy existuje rozdil v zabfezdvani klisen v zavislosti na typu
uskladnéni pouzitého spermatu, a to bud’ ¢erstvého chlazeného nebo mrazeného. Do
sledovani byly zahrnuty vSechny fije, na kterych byly klisny inseminovany. Celkem
bylo hodnoceno 80 vzorkd. Hypotéza byla testovana pomoci chi-kvadrat testu na
hladiné vyznamnosti o = 0,05. Dle vysledki chi-kvadrat testu s p-hodnotou 0,64 tuto
hypotézu zamitaji. Tedy neexistuje statisticky vyznamny rozdil v zabfezdvani mezi
klisnami, které byly inseminovany chlazenym ¢i mrazenym spermatem. Podrobné
vysledky jsou uvedeny v tabulkach 3 a 4.

Tabulka 3: Pozorované ¢etnosti pri hodnoceni vlivu typu uskladnéni spermatu na zab¥ezavani
klisen chi-kvadrat testem

Pozorované cetnosti

sperma brezost brezost Radky

(ano) (ne) (soucty)

Cetnost mrazené 12 11 23
52,17 % 47,83 %

Cetnost chlazené 33 24 57
57,89 % 42,11 %

Cetnost celkem 45 35 80

V tabulce 3 jsou uvedeny pozorované Cetnosti zabiezlych a nezabiezlych
klisen inseminovanych chlazenym a mrazenym spermatem. Z téchto udajii vyplyva,
Ze brezost V ptipadé mraZzeného spermatu byla 52 % a u chlazeného spermatu pouze
0 6 % vyssi, tedy 58 %.

Tabulka 4: Oéekavané Eetnosti pii hodnoceni vlivu typu uskladnéni spermatu na zabrezavani
klisen chi-kvadrat testem

Ocekavané Cetnosti
Pearsontv chi-kv. : ,217936, sv=1, p=,6406

sperma bfezost bfezost Radky

(ano) (ne) (soucty)

Cetnost mrazené 12,94 10,06 23,00
Cetnost chlazené 32,06 24,94 57,00
Cetnost celkem. 45,00 35,00 80,00
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V tabulce 4 jsou uvedeny ocekavané Cetnosti zabtezlych a nezabiezlych klisen
pro sledované typy uskladnéni spermatu. Lze vidét, ze bylo o¢ekavano pouze o jednu
zabiezlou klisnu vice v ptipad¢ pouziti mrazeného spermatu a o jednu klisnu méné
Vv ptipad¢ chlazené¢ho spermatu. To vedlo k potvrzeni nulové hypotézy chi-kvadrat
testu, ktera tika, ze ocekavané a pozorované Cetnosti se rovnaji.

U klisen pfipousténych umélou inseminaci se vyskytuje fada faktort, které
ovliviluji zabfezavani. Mezi zékladni patii plodnost hiebce a klisny, druh spermatu
pouzitého k inseminaci (Cerstvé, chlazené, pfepravované nebo mrazené), pocet
spermii v insemina¢ni ddvce, koncentrace spermatu a doba po kterou je tekuté
sperma skladovano pted inseminaci (SIEME, 2003). Dal§im vyznamnym faktorem je
sdm chovatel a jeho schopnost spravné detekovat dobu ovulace a spravné provést
inseminaci.

WATSON (2000) uvadi, Ze mrazené¢ sperma ma snizenou oplozovaci
schopnost ve srovnani s chlazenym spermatem. SAMPER (2001) udava btezost u
mrazeného spermatu v rozmezi 30 az 40 %, GOVAERE (2014) 40 %, SQUIRES a
kol. (2006) 51 % a TOLMAN (2019) v praméru 40-60 %. Na zakladé vysledku této
prace lze konstatovat, Ze bfezost pifi inseminaci mrazenym spermatem je Ve
sledovanych stajich na dobré Grovni.
moc nepouziva, je velka variabilita schopnosti spermatu u rtiznych hiebct tolerovat
proces zmrazeni a rozmrazeni (SAMPER, 1995). VIDAMENT a kol. (1997) uvadi,
ze pouze 25 % hiebcli ma procento zabieznutych klisen po inseminaci mrazenym
spermatem srovnatelné s inseminaci cCerstvym spermatem nebo pfirozenou
plemenitbou, pokud budou inseminace provedeny spravné ve spravny cas. Prestoze
dalsich 75 % htebcti bude produkovat niz§i procento btfezosti na jeden cyklus,
plodnost na konci sezény pifi inseminaci alespon ve tfech cyklech dosdhne u
nékterych hiebet vice nez 80 % (SAMPER, 1991). Aby vsak bylo mozno dosahnout
této urovné plodnosti, dochdzi ke zvySovani primérného poctu cykll ve srovnani
S pfirozenym chovem nebo S vyuzitim Cerstvého spermatu (DARENIUS, 1992).

AMANN a PICKETT (1987) odivodnuji nizsi biezost pii inseminaci
mrazenym spermatem oproti chlazenému poSkozenim spermii pti procesu zmrazeni a
rozmrazovani. Vysledky ve sledovanych chovech ukazuji na profesiondlni pfistup,

diky kterému bylo dosaZeno stejné biezosti V pfipadé vyuziti chlazeného a
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mrazeného spermatu. To potvrzuje LOOMIS (2001), ktery uvadi, ze lze ziskat

srovnatelné biezosti u obou typli spermatu, pti dodrzeni spravnych postupti a zasad.

5.2 Vliv véku klisny na zabFeznuti na prvni Fiji a prvni inseminaci

V druhé hypotéze se predpoklada, ze veék klisny ma vliv na zabfeznuti na prvni
fiji a prvni inseminaci. Celkem bylo hodnoceno 49 klisen. Byl zaznamenan vék
kazdé klisny a vysledek prvni fije, na které byla inseminovéna. Pro testovani
hypotézy byl pouzit dvouvybérovy t-test pro nezavisla pozorovani. Vyslednou
hodnotu t-testu -0,98 l1ze vidét v tabulce ¢.6. P-hodnota 0,33 vede k zavéru potvrzeni
nulové hypotézy, ze v€k klisen zabfeznutych na prvni fiji a prvni inseminaci je
v priméru shodny. Grafické zpracovani vysledku je uvedeno v grafu ¢. 3, ze kterého
je patrné, ze primérny v€k u klisen, které nezabtezly (10,79) je vyssi v porovnani
s vékem klisen, které zabtezly (9,43). Tento primérny rozdil véku 1,36 roku nebyl
vSak statisticky prikazny. Druhou hypotézu této diplomové prace tedy nelze
pfijmout, jelikoz se neprokazal statisticky prukazny vliv véku klisen na zabfeznuti na
prvni fiji a prvni inseminaci. Prehled zabtezlych klisen v jednotlivych vékovych
skupinach a se zohlednénim doby ovulace je uveden v tabulce 5.

VIDAMENT a kol. (1997) pozorovali, ze biezost pfi inseminaci mrazenym
spermatem byla vys$si u klisen mladsSich 16 let nez u klisen starSich. Jako dalsi faktor,
ktery mél vyznamny vliv na biezost uvadi dobu pfipusténi. Klisny pfipusténé do 15.
kvétna mély vyssi miru bfezosti nez klisny inseminované po 15. kvétnu. TOLMAN
(2019) uvadi, Ze vek klisny v rozmezi 5-12 let nema vyrazny vliv na bfezost, avSak u
starSich klisen je moznost snizeného procenta zabfezavani. Také KARESKOSKI
(2019) zminuje ve své odborné publikaci vliv véku klisen na zabfezavani.
Se zvySujicim se vékem klisny se sniZuje procento zabiezavani. Jako optimdlni
vékovou skupinu uvadi klisny ve véku od 2-9 let. Na zakladé vysledkii uvedenych
v tabulce 6 lze fici, ze vliv v€ku klisny na zabteznuti byl eliminovany pfistupem
chovatele. Klisny, které nezabiezly, mély praimérny vek 8,8 let a nelisil se prikazné

od primérného veéku zabiezlych klisen (9,4 let).
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Tabulka 5: Bi‘ezost podle véku a dobé ovulace

Doba ovulace 3-6 7-11 12 a vic
Mrazené 2 hod. pied 3 1 1
inseminaci
2 hod. a vice pred 2 4 1
inseminaci
Chlazené Do 24 hod 3 5 6
24-48 hod 5 5 5
48-72 hod 1 2
14 15 15

Tabulka 6: Vysledek dvouvybérového t-testu, ktery hodnoti vliv véku na zabfeznuti na prvni
Fiji

Prom Dvouvybérovy t-test, brezi, poprvé inseminované

Prdmér Pramér t Y p Poc¢.plat Poc&.plat. Sm.odch. Sm.odch.
(ano) (ne) (ano) (ne) (ano) (ne)
vék 9,43 10,79  -0,98 47 0,33 30 19 4,67 4,78

Graf 3: Grafické znazornéni vysledku dvouvybérového t-testu, ktery hodnoti vliv véku na
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5.3 Vliv doby ovulace v zavislosti na dobé inseminace na zabieznuti

Obsahem tieti hypotézy je piedpoklad, Ze lepsi vysledky zabiezavani lze
ocekavat pti kratSim Casovém intervalu mezi inseminaci a ovulaci. Do hodnoceni
byly zahrnuty tdaje o ovulaci u mrazené¢ho spermatu a cerstvého chlazeného
spermatu. V piipadé mrazeného spermatu se sleduje doba ovulace a nasledné se
inseminuje, naopak u chlazeného spermatu se inseminuje a poté se urCuje cas
ovulace, oba zpusoby inseminace jsou tedy hodnoceny jednotlivé. Hypotéza byla

testovana pomoci dvouvybérového t-testu na hlading€ vyznamnosti o = 0,05.

5.3.1 Vliv intervalu mezi ovulaci a inseminaci pri pouZiti mraZzeného spermatu

Podily zabtezlych klisen v zavislosti na dobé ovulace pied inseminaci
mrazenym spermatem jsou uvedeny v tabulce 7. V piipadé mrazeného spermatu byla
p-hodnota 0,32, tedy vyssi nez 0,05 a nepotvrdil se tak vliv délky intervalu mezi
inseminaci a ovulaci (tabulka 8). Grafické znazornéni vysledkii l1ze vidét na grafu 4,
kde je patrny vétsi interval mezi ovulaci a inseminaci mraZzenym spermatem u
zabtezlych klisen (3,25) v porovnani s klisnami, které nezabiezly (2,50 hod). Rozdil
je v8ak v pruméru pouze 0,75 hod a neni statisticky prikazny.

Pfi inseminaci mraZzenym spermatem je bfezost uvadéna variabilni, vysoce
zavisla na hiebci (GRAHAM, 1996). SIEME (2003) a SQUIRES a kol. (2006) se
shoduji, Ze optimalni doba pro pfipusténi mrazenym spermatem je 6 az 12 hodin pred
inseminaci nebo po ovulaci. V ramci této prace byla maximalni doba ovulace pfi
vyuziti mrazeného spermatu 6 hodin pfed inseminaci.

Tabulka 7: Podil brezich Klisen v zavislosti na dobé ovulace pied inseminaci mraZenym
spermatem

7 10
6 13
13 23
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Tabulka 8: Vysledek dvouvybérového t-testu, ktery hodnoti vliv intervalu mezi ovulaci a
inseminaci mraZzenym spermatem na zabieznuti

Proménna Dvouvybérovy t-test, mrazené sperma

Primér Prdmér t Y p Poc&.plat Poc&.plat. Sm.odch. Sm.odch.
(ano) (ne) (ano) (ne) (ano) (ne)
Cas 3,25 2,50 1,03 21,00 0,32 12 11 2,21 1,02

Graf 4: Grafické znazornéni vysledku dvouvybérového t-testu, ktery hodnoti vliv intervalu mezi
ovulaci a inseminaci mraZenym spermatem na zabi‘eznuti
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5.3.2 Vliv intervalu mezi ovulaci a inseminaci pri pouZiti chlazeného spermatu
Pfi pouziti chlazené insemina¢ni davky se doba ovulace zjiStuje az po
samotné inseminaci. Podily zabfezlych Klisen v zavislosti na dobé&é ovulace po

inseminaci chlazenym spermatem jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8: Podil brezich klisen v zavislosti na dobé ovulace po inseminaci chlazenym
spermatem

12 28
16 23
3 6

31 57

V piipad¢ vyuziti chlazeného spermatu k inseminaci mély zabiezlé Kklisny
VvV priméru interval mezi inseminaci a ovulaci 38,88 hodin a nezabiezl¢é 35 hodin.
Vyslednd p-hodnota 0,39 potvrdila nulovou hypotézu, ze se sledované skupiny
v priméru nelisi (tabulka 9, graf 5). Tedy prumérny rozdil 3,88 hodiny v délce
intervalu mezi inseminaci a ovulaci nebyl prokazan jako statisticky vyznamny u
zabtezlych a nezabtezlych klisen.

Podle BEDFORD-GUAUSE (2007) lze optimalni bfezosti u chlazeného
spermatu dosahnout jen tehdy, jsou-li hfebec i1 klisna reprodukéné zdravi, bylo
dodrZeno pfisluSné zachédzeni se spermatem pro ucely chlazeni, ale také spravna
manipulace a aplikace veterinarnim lékafem. Literatura je plné studii vyuZivajicich
chlazené sperma hiebce s dosaZzenou mirou biezosti od 31 % do 96 %. Ackoliv se
nékterd doporuceni mezi autory lisi, obecné plati, Ze by se klisny mély pfipoustét do
48 hodin pted ovulaci, aby se dosédhlo optimalnich vysledkil. V ramci této prace byla
maximalni doba ovulace pfi vyuziti chlazeného spermatu 72 hodin po inseminaci.

Tabulka 9: Vysledek dvouvybérového t-testu, ktery hodnoti vliv intervalu mezi ovulaci a
inseminaci chlazenym spermatem na zabieznuti

Prom Dvouvybérovy t-test, mrazené sperma

Prdmér (ano) Prameér t S\ p Poc.plat Poé.plat. Sm.o Sm.odch.
(ne) (ano) (ne) dch. (ne)
(ano)
cas 38,88 35,00 0,87 55 0,39 33 24 17,20 15,79
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Graf 5: Grafické znazornéni vysledku dvouvybérového t-testu, ktery hodnoti vliv intervalu mezi
ovulaci a inseminaci chlazenym spermatem na zabi'eznuti
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Rada autori odbornych publikaci se shoduje, Ze ve vysledcich biezosti nema
vliv inseminace pfed nebo po ovulaci, ale ¢im vétsi je interval mezi inseminaci-
ovulaci a ovulaci-inseminaci tim se moznost zabteznuti snizuje (TOLMAN, 2019).
Ve sledovanych stajich se vlivem ptlisobeni chovatele eliminoval i tento negativni
faktor, protoze se neprokazalo plsobeni velikosti intervalu mezi ovulaci a

inseminaci.
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6 Zavér

Predklddand diplomova prace v prvni casti shrnuje obecné a nejnovéjsi
poznatky a postupy z oblasti reprodukce koni. Uméla inseminace se jevi jako idedlni
pomoc Vv chovu koni pfi rozSifovani genetické zakladny moznosti dovozu spermatu
od Spickovych zahrani¢nich hiebcli. Metoda je sice vice ndro¢nd nez pfirozena
plemenitba, ale pfi dodrZeni zakladnich podminek a dodrzeni urcitych zasad uméla
Inseminace piinasi uspokojivé vysledky zabiezavani klisen. Mezi dalsi vyhody
inseminace fadime snizeni pienosu pohlavnich chorob, mozZnost zvysené kontroly
spermatu hiebcii, snizeni moznosti poranéni koni, snizeni stresu a naklad u klisen
spojené s dovozem za hiebcem a dalsi. Uspésnost reprodukce koni je ovlivnéna celou
fadou faktor. Mezi ty hlavni fadime vliv samotného hiebce a klisny. Zasadni roli ma
vSak také lidsky faktor, ktery v pribéhu inseminace ovliviluje odbér spermatu
hiebce, manipulaci se spermatem jak pii skladovani, tak pfi samotné umélé
inseminaci. Dulezita je také spravna detekce fije.

Cilem diplomové prace bylo posoudit vliv typu uskladnéni insemina¢ni davky,
intervalu mezi inseminaci a ovulaci u jednotlivych typl uskladnéni spermatu a vliv
véku klisny na zabtezavani v prvni fiji.

U klisen zahrnutych do sledovani se neprojevila neplodnost. Ze 49 klisen
pouze 5 nezabtezlo. Neprokazal se vliv uskladnéni spermatu (p-hodnota > 0,05) na
biezost. Zabfezavani v ptipadé mrazeného spermatu bylo 52 % a u chlazeného
spermatu pouze o 6 % vyssi, tedy 58 %. Jednd se vSak hlavné o potvrzeni kvalitniho
pristupu chovatele. Pfi aplikaci mrazené davky se provadélo vice sonografickych
vySetieni k pfesné¢ detekci ovulace v porovnani s aplikaci chlazené inseminacéni
davky. Bylo dosazeno stejného procenta zabiezavani u obou typt uskladnéni
spermatu i pres zjiSténi jinych autorl, ze mrazend inseminacni davka mé zhorSené
oplozovaci schopnosti v porovnani s chlazenou.

Pii sledovani véku u zabtfezlych a nezabiezlych klisen na prvni fiji nebyl
zaznamenan prikazny rozdil (p-hodnota > 0,05). Primérny vek klisen, které
nezabtezly, byl 10 let (n = 19) a byl vyss8i pouze o rok v porovnani s v€kem klisen,
které zabtezly (9, n = 30). | vtomto ptipad¢ pusobeni chovatele eliminovalo Vv
literatuie zminovany negativni vliv véku na uspésnost zabiezavani.

Ani v piipadé intervalu mezi ovulaci a inseminaci nebyl prokazan vliv tohoto

faktoru na zabfezavani. Vétsi interval mezi ovulaci a inseminaci mrazenym
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spermatem byl zaznamenan u zabtezlych klisen (3,25) v porovnani s klisnami, které
nezabiezly (2,50 hod). Rozdil je v§ak v pruméru pouze 0,75 hod a nebyl statisticky
prikazny (p-hodnota = 0,32). V piipadé vyuziti chlazeného spermatu k inseminaci
mély zabtezlé klisny v priméru interval mezi inseminaci a ovulaci 38,88 hodin a
nezabiezl¢é 35 hodin. Primérny rozdil 3,88 hodiny v délce intervalu mezi inseminaci
a ovulaci nebyl prokazan jako statisticky vyznamny u zabtezlych a nezabfezlych
Klisen (p-hodnota = 0,39). Vramci sledovani vSak Zadny cCasovy interval
nepiesahoval doporucenou délku.

Zavérem lze konstatovat, ze chovatel je schopen svym pfistupem snizovat
pusobeni negativnich vlivli na zabfezavani klisen. V ramci vysledk této prace nebyl
prokazan vliv véku klisny, intervalu mezi inseminaci a ovulaci ¢i typu uskladnéni
inseminaéni davky. Vpraxi je tedy mozné u um¢lé inseminace dosahovat
optimalnich vysledki zabtfezdvani klisen pfi dobrém nacasovani a spravném

provedeni.
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