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Biotechnologické metody v chovu koni

Souhrn

Cilem této prace je vytvofit literarni prfehled o biotechnologickych metodach,
vyuzivanych v reprodukci koni. Pro jejich sprdvné vyuziti je tfeba vychdzet z anatomie
a fyziologie reprodukénich orgdni koni a reprodukéniho cyklu. Metody vyuzZivané v
reprodukci koni jsou pfirozena plemenitba, uméla inseminace, embryotransfer a klonovani.

Uméla inseminace je nejrozsifenéjsi metodou. Délime ji na inseminaci Cerstvym,
chlazenym nebo mrazenym spermatem. Inseminace ¢erstvym spermatem imituje ptirozenou
reprodukci. Po odbéru hrebce je sperma ihned zavedeno do reprodukénich organ( klisny.
Chlazené sperma se obvykle pouziva béhem 24 hodin, aplikuje se zfedéné. Mezi vyhody patfi
moznost pfevozu na kratSi vzddlenosti a vétsi pocet inseminaénich davek z jednoho skoku.
Mrazené inseminacni ddvky jsou uchovdvany v tekutém dusiku. Vyhodou mrazené davky je
moznost prevazeni na dlouhé vzdalenosti a uchovavat je po libovolné dlouhou dobu.
Nevyhodou je rizna citlivost spermii a individualita hfebcl na jednotlivé komponenty
fedidel. Pro spermie hiebcll jsou nékteré z téchto latek toxické.

Embryotransfer oteviel moZnost pro klisny, které zrlznych didvodld nemohou
odchovat své potomky. Zakladni postup je takovy, Ze klisna darkyné, od které chceme ziskat
potomstvo, je pfipusténa a po cca 7 dnech je embryo odebrano. Odebrané embryo je
vloZzeno do klisny pfijemkyné, ktera jej odnosi az do porodu. Pokud klisna, kterou chceme
reprodukovat, neni schopna ani kratké brezosti pro tvorbu embrya, je mozné odebrat pouze
oocyty a metodou ICSI oplodnit oocyt in vitro. Ziskana embrya lze kryokonzervovat a vyuzit
pozdéji.

V posledni dobé se védecky vyzkum zabyva i metodou klonovani koni. Ta je nakladna
na vybaveni a pracovniky. Zatim nema vyrazné praktické vyuziti.

Technologie vyuZivané vreprodukci koni jsou stale zdokonalovany a davaji

chovatellm koni Siroké moznosti v jejich Uspésné reprodukci.

Kli¢ova slova: uméla inseminace, embryotransfer, reprodukéni cyklus, klisna.



Biotechnology in horses breeding

Summary

The goal of this project is to summarize biotechnological methods used in horse
breeding. For a correct understanding of these methods, good knowledge of the
reproductive organs anatomy and physiology and reproductive cycle of horses. Methods
used in equine reproduction are natural breeding, artificial insemination, embryo transfer
and cloning.

Artificial insemination is the most widespread method. We divided it to insemination
using fresh semen, cooled or frozen semen. Insemination using fresh semen imitates natural
breeding. After the stallion collection, the semen is immediately introduced into the mare
reproductive organs. Cooled semen is usually being used within 24 hours, applied diluted.
The advantage is possibility of short distance transport and more insemination doses of one
collection. Frozen insemination doses are stored in liquid nitrogen. The advantage frozen
doses is that can be transported at any distance and may be kept for a long time. The
disadvantage is various sensitivity of sperm and stallions individuality to components in
semen extenders. For stallions sperm are some of these substances toxic.

The embryo transfer method opened a possibility for mares, which, for various
reasons, can’t bear their own offspring. The basic procedure is that the donor mare, from
which we obtain offspring, is fertilized and after approximately seven days the embryo is
taken and introduced into the recipient mare, which will bear the until the delivery. If the
mare, which we want to breed, isn’t capable even of short gestation to create the embryo,
there is a possibility to take just the oocytes and by the ICSI method fertilize the oocyte in
vitro. The embryos can be, cryopreservated and used later.

Recently the method of horses cloning is being researched. It brings, big expenses on
equipment and human resources. As for now, there is no practical use of this method.

The technology used in the equine reproduction are still being refined and give

horses farmers a wide range in their successful reproduction

Keywords: artificial insemination, embryotransfer, reproductive cycle, mare.
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1 Uvod

V chovu koni se stale vice rozSifuje vyuZiti jinych metod reprodukce nez pouze
pfirozena plemenitba. VétSina metod vychdzi od vyzkumu jinych hospodarskych zvirat,
predevsim skotu, kde byla potfeba nahradit pfirozenou plemenitbu mnohem dfive. Bohuzel
u koni se zjistilo velké mnozstvi odliSnosti, a proto musely byt vynalezeny nové postupy,
spousta z nich jesté na objev ¢ekd. Mezi nejpopuldrnéjsi metodu po celém svété patii uméla
inseminace. Ta nabizi nékolik moznosti od inseminace cerstvym, pres chlazené po zmrazené
sperma. Prekdzkou u mraZzenych inseminacnich davek je velkd individualita mrazitelnosti
spermii od jednotlivych hiebcl. Zde je potreba vylepsit kryokonzervacni fedidla, ktera zaruci
preZitelnost spermii. DalSi metoda reprodukce — embryotransfer, nabizi moZnost
reprodukovat klisny, které nemohou odnosit vlastni h¥ibé. Tato metoda je vyuzivana hlavné
u velmi cennych klisen, kde zdadame co nejvice potomku. Zde je velkou nevyhodou proces
superovulace. Brani tomu jak anatomicka stavba vajecnik( klisny, tak ne Uplné vhodné
hormonalni l1é¢by. Pokrok v reprodukci koni jde stale vpred, proto se za posledni desetileti
setkdvame s klonovanim koni. To umoZiuje zachovat geneticky materidl od cennych zvirat,
pfipadné pomoci plemenim, kterd jsou ohroiena malym poctem jedincl. U koni ke
klonovani vyuZivdame prenosu jadra ze somatické buriky do oocytu. Klonovani je proto

jedinou metodou, kde mliZeme rozmnozit jinak neplodné zvire.



2 Cil prace

Cilem této prace je sestaveni literarniho prehledu o vyuziti biotechnologickych metod

v reprodukci koni.

3 Literarni prehled

3.1 Pohlavni soustava koni

Pohlavni Ustroji (Apparatus genitalis) koni umoZniuje pohlavni rozmnoZzovani. Pfi
pohlavnim rozmnoZovani se spojuji dvé pohlavni buriky — spermie (samci pohlavni burika
s vajickem (samici pohlavni burika). Splynuti obou pohlavnich bunék se nazyva oplozeni.
Oplozené vajicko se vyviji v déloze, odkud ziskava vyZzivu a vznika novy jedinec (Slezakova

a Najbrt, 1980).

3.1.1 Pohlavni ustroji klisny

Pohlavni Ustroji klisny slouZi k produkci pohlavnich bunék, k vyvoji zarodku a nasledné
plodu. Ve vajecniku tvofené hormony estrogeny vyvolavaji vznik sekundarnich pohlavnich
znakl a dale maji vliv na rozvoj mlécné zlazy a jeji sekreci. Kaudalni ¢ast pohlavniho uUstroji
klisny je vhodné utvofena pro kopulaci a zaroven slouzi jako porodni cesty pfi vypuzovani
plodu (Slezakova a Najbrt, 1980).

Pohlavni Ustroji klisny se skladd z vnitfnich pohlavnich organt: dvou vajecnikd na ty
navazuji vejcovody, délohy (ta je tvofena déloznimi rohy, déloznim télem a hrdlem) a vaginy.
Vnéjsi pohlavni organy jsou tvoreny poSevni ptredsini s vulvou. Vice nez polovina pohlavniho
ustroji je uloZzena uvnitt dutiny bfisni, zbyvajici ¢ast je misténa v panevni dutiné (Blanchard et

al, 2003).
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Obr. 1 Pohlavni Gstroji klisny

Vajecnik

Vajecnik (ovarium) je pdrova samici pohlavni Zlaza, uloZena v dutiné bfisni. Ve
vajecnicich se tvofi vajicka a pohlavni hormony - estrogeny a progesteron (Marvan et al,
2007). U klisny jsou vaje¢niky dlouhé 5-8 cm, Siroké 2-3 cm, kaStanovitého tvaru. Levy
vajecnik byva zpravidla vétsi. Folikuly, které se tvofi na vajecniku, mivaji az 0,5 cm v praméru
(Slezadkova a Najbrt, 1980). Folikuly, které pravé ovuluji maji velikost 30-50mm (Blanchard et
al, 2003).

Vejcovod
Vejcovod je parova trubice tloustky stébla. Zachytava ovulovand vajicka - oocyty
(vajicko zde dokoncuje vyvoj, pripadné dochazi k oplozeni) a dopravuje je do délohy.

(Marvan et al, 2007). Vejcovod ma délku 30 cm, Sifku 2-3 mm (ampula vejcovodu 4-8 mm),

cely vejcovod ma silné vinity prabéh (Slezakova a Najbrt, 1980).

Déloha
Déloha (uterus) slouzi k vyvoji nového jedince od oplozeni vajicka az do narozeni
mladéte (Marvan et al, 2007). U klisny méa déloha velmi prostorné dlouhé télo, zatimco

délozni rohy jsou pomérné kratké a Siroké (22-25 cm na délku). Na délohu navazuje délozni
3



kréek (cervix uteri), jehoZ sliznice mda vysoké listovité zahyby. Délozni kréek je pouze 6 cm

dlouhy, 4 cm Siroky (Slezakova a Najbrt 1980).

Pochva
Pochva (vagina) slouzi k pareni (Marvan et al, 2007). Pochva je dlouhd 20 az 25 cm, ve
tvaru trubky (Blanchard et al, 2003). PoSevni sliznice je bledé rGzova (Slezdkova a Najbrt,

1980).

Posevni predsin

Posevni predsin (vestibulum vaginae) je pokracovanim pochvy. Na rozdil od ostatnich
Casti pohlavniho ustroji, které je organem Ccisté pohlavnim, je zde vyvod mocové trubice,
slouzi tedy i pro mocové ustroji (Marvan et al, 2007). PoSevni predsin klisny ma rezavé hnédé
zbarveni, nékdy byvd pigmentovana vnitfni sténa stydkych pyskd. V poSevni predsini se

nachazi clitoris (glans clitoridis) s vlastnim topofivym télesem (Slezdkova a Najbrt, 1980).

3.1.2 Pohlavni ustroji hiebce

Pohlavni Ustroji hfebce (organa genitalia macsulina) slouzi ktvorbé samcdich
pohlavnich bunék a kjejich zaneseni do pohlavniho Ustroji samice. Cinnosti pohlavniho
Ustroji ziskdva organismus samce typicky samdi raz, dava vznik sekunddrnim pohlavnim
znakim, specifickému chovani, které je ovlivnéno predevsim hormonem testosteronem
(Slezdkova a Najbrt, 1980).

Pohlavni bunky jsou od dosaZeni pohlavni dospélosti samce nepretrzité tvoreny ve
varlatech, kterd jsou uloZzena v Sourku, dalsi ¢asti pohlavniho Ustroji je chdmovod, pridatné

pohlavni Zlazy a pyj (Reece, 2011).
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Obr. 2 Pohlavni ustroji hiebce

Varle a nadvarle

Varle (testis) je parova samdci pohlavni zlaza, ktera je velmi citlivd na tlak a poranéni
(Marvan et al, 2007). Hfebec ma varlata vej¢itého tvaru o hmotnosti 150-300 g, hmotnost je
ovlivnéna vékem a plemenem (Slezdkova a Najbrt, 1980). Na varle navazuji vyvodné cesty,
pfimo navazuje nadvarle (epididymis), vnémz dochdzi ke shromazidovani a funkénimu
dozravani spermii. Nadvarle ma kyjovity tvar a rozdélujeme ho na tfi ¢asti: hlava, télo, ocas
(Marvan et al, 2007). U hiebce musi dojit k sestupu varlat z dutiny bfisSni do Sourku, sestup

zacina jiz pti porodu a k dokonéeni dochdzi béhem prvniho tydne (Slezdkova a Najbrt 1980).

Chamovod

Chdmovod (ductus deferens) spojuje nadvarle s mocovou trubici. Chdmovod je
parova tenka trubicka o tloustce brku (Marvan et al, 2007). U hifebce chamovod vytvari
ampulu o délce 20-25 cm a prlmeéru 10-20 mm, ta slouzi predevsim jako zasobarna spermii
(Samper, 2009). V ampule chamovodu se tvofi sekret, ktery chrani spermie pred oxidacnimi

vlivy (Morel, 2015).

Sourek a obaly varlete a semenného provazce
Sourek (scrotum) je koZni vak, v ném jsou uloZena varlata, nadvarlata a semenny

provazec. Nalezneme jej ve stydké krajiné hfebce (Marvan 2007). Sourek hfebce je bez



chlupll svyraznou hlubokou brazdou a tenkou, obvykle cerné pigmentovanou kazi

(Slezdkova a Najbrt, 1980).

Pfidatné pohlavni Zlazy

Sperma je krom spermii a vyméskl z nadvarlete a chdmovod( tvoreno sekrety, které
vytvareji pridatné pohlavni Zlazy. Jejich sekrety jsou vylu¢ované do mocové trubice a funguji
jako fedidlo spermii, ale také obsahuji latky, které slouzi jako vyziva spermii. Dalezita je také
Uprava prostredi pro prichod skrz mocovou trubici do pohlavnich organa klisny (Marvan et
al, 2007). Hrebci maji vSechny tfi typy pohlavnich pfidatnych ZIaz (Slezakova a Najbrt, 1980).

Mezi né patfi: semenné vacky, predstojna zlaza a bulbouretalni Zlaza (Marvan et al, 2007).

Pyj

Pyj (penis) je patici orgdn samce, ktery za vyuziti naptimeni a zpevnéni, v disledku
pohlavniho vzruseni, dopravi semeno do pohlavniho Ustroji samice (Marvan et al, 2007).
Hrebdi penis je cca 50 cm dlouhy, 5 cm silny a ma valcovity tvar. Pokud dojde k erekci, mize
vysunout 30-50 cm. Pti klidové poloze je penis mirné esovité prohnuty a je cely skryt
v pfedkozkovém vaku. Pokud je potfeba moceni, dochdzi kuvolnéni a vystoupeni

z predkozkového vaku (Slezdkova a Najbrt, 1980).

3.1.3 Sperma

Sperma (semeno, cham ¢i ejakuldt) je u hfebce mlécné zbarvena tekutina, ktera je
tvorena ze dvou hlavnich slozek. Prvni je bunécna ¢ast (spermie), druhou je tekutd cast
semennd plasma. Semenna plasma tvofi vétSinovy podil z ejakuldtu (95-98%). Semennou
plasmu tvoti predevsim vymésky pohlavnich ptidatnych Zlaz (Marvan et al, 2007).

Ejakuladt ma slaby specificky hifebéi pach. Obsah jednotlivych slozek ejakuldtu i objem
ejakulatu samotny neni konstantni a je ovliviovan vékem hrebce, ro¢ni dobou, vyZivou,
plemennymi a individualnimi vlastnostmi hrebce. Ejakuldt je obvykle o objemu od 50 do
120 cm?® Barva zdravého ejakuldtu je mlééné bild aZ Sedavé bild, barva je ovlivnéna
koncentraci spermii. Konzistence ejakulatu je Zelatinova a pH ejakulatu se pohybuje okolo 7.

Koncentrace spermii, kterd je velmi dllezitym faktorem pfi hodnoceni kvality ejakulatu,



kolisd nejcastéji v hranicich od 100 do 300.103 v1 ml. V béiném ejakulatu by se mélo
nachdzet 6 az 48 miliard spermii. Co se tyce progresivnich spermii, tedy zdravych a oplodnéni
schopnych, mélo by jich byt pres 60 %, idedlné vsak az 80 %. Béhem ejakulace tvofi ejakulat
tfi frakce. Prvni neobsahuje Zadné spermie, jejim Ukolem je vycistit a promazat mocovou
trubici, upravit v ni pH, zbavit se bakterii, vSe tak aby bylo prostfedi pro spermie ptrihodné.
Druhou frakci tvofi pfedevsim spermie, jeji objem je 40-80ml a koncentrace spermii Cini cca
80%, k vypuzeni druhé frakce dochazi, jakmile Zalud pyje nasedne na délozni kréek klisny.
Treti frakci tvofi gelové zbytky, jejich objem zalezi na hfebci samotném a na cCetnosti

ejakulaci (Morel, 2015).

3.2 Estralni cyklus klisen

Terminem “estralni cyklus™ oznacujeme veskeré fyziologické zmény, které muizeme
pozorovat na pohlavnich orgdnech a v chovani u klisen. Tyto zmény se tykaji predevsim
pravidelnych period, kdy je klisna svolnd k pareni (estrus=fije). Jeden interval cyklu
definujeme od zacatku jednoho cyklu fije (svolnosti k pareni) k dalsimu (Reece, 2011).

Klisny oznacujeme jako sezonné polyestrické zvife. Sezonné polyestricka zvirata maji
pohlavni cyklus (u klisen tfitydennni) do zna¢né miry ovlivnén ro¢nim obdobi. Na podzim
u vétsiny klisen pohlavni cyklus ustava, klisna se dostdvd do stavu anestrie, tedy stavu
pohlavniho klidu. To se tykd pfirodné odchovanych klisen, kde nedochazi k uméle Upravé
svétla a teploty. S pocatkem jara pohlavni cyklus znovu nastupuje a dale se opakuje
v pravidelnych tfritydennich intervalech. Toto obdobi, pravidelné se opakujiciho pohlavniho
cyklu, nazyvame reprodukénim obdobim. Obvykle jsou fije na jarfe - pocatku reprodukéniho
obdobi a na podzim — na konci reprodukéniho obdobi delsi, ¢asto neplnohodnotné a nejsou
nezakoncené ovulaci. Béhem jara a léta se fije zkracuji a pohlavni cyklus se opakuje
v pravidelné, obvykle v 21dennich intervalech. OvSem celé reprodukéni obdobi a obdobi
sezonniho anestru je ovlivnéno individualitou klisny. Nékteré klisny si mohou zachovat
pravidelny pohlavni cyklus po dobu celého roku, jiné prodélaji pouze par cykli do roka.
V praxi jako dobré voditko muaze slouzit fakt, Ze pocatek a konec reprodukéniho obdobi je

svazan s obdobim linadni (Dusek a kol, 2011).



Klisna dosahuje puberty v nasledujicim po narozeni. Pokud se klisna narodi pozdéji
(ke konci léta), cela puberta, a tedy dospivani, se oddali o 12 mésic(i. Nelze proto presné fici,
v jakém véku klisny pohlavné dospivaji, jedna se o velmi Siroky interval, a to od 12 do

18 mésicl (Reece, 2011).

3.2.1 Hormony samici pohlavni soustavy

Zakladnimi hormony, které u klisen souvisi s ovaridlnim cyklem, bfezosti i porodem

jsou: estrogen, progesteron a gonadotropiny (Reece, 2011).

Estrogeny

Estrogeny se tvofi ve folikulu. Navodi prekrvovani délohy a pochvy klisny, otevre se
délozni kréek a zacne se tvofit hlen. Celkové jsou estrogeny zodpovédné za fijové chovani
klisen (DusSek a kol, 2011). Projevy, které estrogeny navozuji, se tykaji spiSe pohlavnich

organu, nez celého organismu (Reece, 2011).

Progesteron

Progesteron je produkovany Zlutym téliskem na vaje¢niku, placentou a kirou
nadledvin. Procesy vtéle navozené progesteronem probihaji obvykle po pUsobeni
estrogenu, ty nabudi tkan pro ptijem signalu od progesteronu (Reece 2011). Obecné
progesteron navozuje konec fije a jeji priznaky mizi: kréek se uzavird, déloha se ptipravuje

pro prijeti oplozeného vajicka (Dusek a kol, 2011).

Gonadotropiny

Pod ndzvem gonadotropiny je oznacovan folikulostimulaéni hormon (FSH)
a luteinizacni hormon (LH). Nazev gonadotropiny odkazuje na vliv téchto hormonu na buriky
vajecniku i varlat (pGsobi uvniti gonad). U samic FSH podnécuje rust folikul( a LH podporuje

dozréni folikulu a jeho ovulaci (Reece, 2011).



3.2.2 Faze estralniho cyklu

Estrdini cyklus mGzeme rozdélit na nékolik fazi a to podle chovani nebo podle zmén

na vajecnicich klisny.

1. Proestrus: jednd se o periodu zacinajici po zaniku (regresi) Zzlutého téliska. Proestrus
konéi s nastupem estru. Béhem proestru dochdzi k rychlému vyvoji folikul(
a nasledné kovulaci. Zarovenn se nastoli u klisny sexudlni ochota (Reece,2011).
PfestoZe obvykle roste vice folikull nardz, dozrava zpravidla pouze jeden (Blanchard
et al, 2003).

2. Estrus: jednd se o samotnou fiji, tedy dobu sexudlni ochoty. Ovulace se obvykle
dostavi na konci estru. (Reece, 2011). Estrus trva 4-7 dni (Blanchard et al, 2003).

3. Metestrus: je faze ¢asného postovulacniho obdobi. BEhem této faze se zacind vyvijet
Zluté télisko.

4. Diestrus: je obdobim nastupu plné lutedini aktivity (aktivity zZlutého téliska). Toto
obdobi a s nim i aktivita Zlutého téliska zacina obvykle okolo 4. dne po ovulaci a kon¢i

zanikem (regresi) Zlutého téliska.

V periodé estru a proestru (oznacovano jako folikularni perioda), jsou vyrazné
dominantni estrogeny. Toto obdobi je také obdobim sexudlni ochoty, naopak
metestrus a diestrus (oznacovano jako lutedlni perioda) je obdobim sexualni

neochoty, tedy odmitani hfebce a ztratou fijovych projevl (Reece, 2011).

3.3 Zapousténi klisen

Rozhodujicim momentem pro graviditu je spravné zapusténi klisny. Nejvétsi ddraz
klademe na kvalitu spermatu, spravnou techniku pfipusténi a vhodnou dobu pfipusténi
s dislednou hygienou (Dusek a kol, 2011).

Dodrzeni duUkladné hygieny pfi pfipousténi se muize vyrazné promitnout na
vysledcich. Pfi plnohodnotné ftiji, predevsim na jejim vrcholu, jsou pohlavni organy klisny

pfizplsobeny k pafeni a jsou tedy velmi odolné proti mikrobidlni infekci. Pfesto neustale



existuje nebezpedi vzniku endometritid (ndsledek infekce po zapusténi), toto se tyka
predevsim klisen, které maji z riznych dlvodd snizenou obranyschopnost. Je dullezité tedy
dbat pred zapusténim na dukladné omyti vulvy klisny mydlem k témto uceldm urcenym
a dobré je pouzit i vhodnym dezinfekéni prostiedek. Béhem celého procesu je k myti
pohlavnich organu klisny potfeba pouzivat jednorazovych pomlcek a ostfiku vodou. Vse
musi byt vedeno tak, aby nemohlo dojit k pfenosu infekce zjedné klisny na druhou.
Samoziejmosti je také hygiena hiebce, pfi pfirozeném procesu inseminace, pfipadné béhem

odbéru semene (Dusek a kol, 2011).

3.3.1 Detekce Fije a doba inseminace klisny

Nejdilezitéjsim faktorem pfi pripousténi klisen je spravné nacdasovani, at jiz
pfipoustime pfirozenou cestou, ¢i za pomoci umélé inseminace (pfi inseminaci mrazenym
spermatem se jednd o zasadni informaci, jelikoz se pocitd se snizenou oplozovaci schopnosti
spermii). Je proto dllezZité presné znat, kdy ma klisna fiji a od toho odhadnout dobu kdy
ovuluje. (McKinnon et al, 2011).

Obvykle u klisen dochazi k ovulaci cca 24 hod. pfed koncem estru - fije. Proto je
dobré klisny pozorné sledovat a znat jejich obvykly pribéh a délku fije. Jako posledni voditko
slouZi to, Ze pokud ovulace probéhla, dojde k ukonceni Fije. Mezi hlavni pfiznaky, které Ize na
klisné pozorovat pfi Fiji patfi zdvihani ocasu, klisna se ¢asto zastavuje, doSiroka roztahuje
panevni koncetiny, ¢asto moci a rytmicky topofi klitoris — tomuto projevu se tika, ze klisna
“blyska”. Nékteré klisny mohou mit zcela individualni a specifické projevy, stejné tak
rozdilnou délku celého cyklu. (Reece, 2011).

Velky vliv na reprodukéni cyklus u klisen ma fotoperioda a sni svazané roc¢ni obdobi.
Nejsilnéjsi a nekvalitnéjsi fije ma klisna na jare, na podzim upada do stavu, kdy fije nemusi
byt pfitomny vibec az do dalSiho jara. Pokud chceme uméle ovlivnit (uspiSit) nastup
estralniho cyklu, prodlouzime denni dobu kdy je klisna mimo tmu, obecné staéi umélé
osvétleni ve stdji. Dulezité je také védét, kdy nastupuje nova fije po porodu hfibéte. Obvykle

fije nastoupi do 4-7 dni a trvd do 10. az 13. dne. (Morel, 2015).
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K uréeni doby kdy klisna ovuluje Ize také vyuZit nasledné metody vysetfeni:

- Rektdlni vysSetreni folikulu: ktomuto vySetfeni se vyuZiva sonografie, pfipadné
palpace. BEhem vysetreni se posuzuje tvar a velikost folikulu, ktery je pfitomen na
vajecniku.

- Rektdlni vySetfeni délohy: také je zde vyuzito sonografu. Hodnoti se predevsim
prekrveni délohy klisny (Reece,2011).

Cervikalni hlen a kréek délohy: Hlen béhem ovulace je vyluCovan ve vétSim
mnozZstvi, ma byt dostatecné pruziny, nezakaleny. Zaroven dochazi k otevieni
déloZniho krcku, ktery timto usnadniuje pfijem spermii. U klisen nemusi byt
pfitomen v pozorovatelném mnoizstvi, jako je tomu napfiklad u skotu (Dinger

a Noiles, 1982).

3.3.2 Prirozené pripousténi

Za pfirozené pripousténi povazujeme takové, kdy je samice se samcem ve fyzickém
kontaktu a dojde k pareni. Pfi pfirozené metodé pripousténi zalezi predevsim na samici a jeji
ochoté k pareni. Svolnost klisny zaru€uje pritomnost estrogenl v jejim téle (Reece, 2011).
Nejidealnéjsi dobou, kterou bychom méli zvolit k pFipusténi, je kratce pred ovulaci, tedy
v druhé poloviné fije. (Blanchard et al, 2003).

Pfirozené pripousténi Ize provést nékolika zpUsoby. Klisna mize byt volné vpusténa
do ohrady s hfebcem, kde se budou volné péafit. Tato moznost nese velka rizika zranéni,
predevsim hrebce a snizZuji moznost hygieny. Na druhou stranu se jedna o zcela pfirozenou
metodu. DalSi moZnosti je tzv. pfipousténi z ruky. Klisna je drzena na voditku a hiebec je na
jeden skok priveden ke klisné, toto se opakuje po 48 hodinach, dokud je klisna ochotna.
JelikoZz tomuto zpUsobu obvykle predchazi hygienické ocisténi i zkouska klisny, vyrazné se
snizuji rizika oproti volnému pripousténi. Nékdy je klisna velmi agresivni, prestoze se jiz blizi
ovulace, nebo Cisté ze strachu majitell, se pfistupuje k vyvazani jedné z hrudnich koncetin,
aby se predeslo kopani po hiebci (Samper, 2009).

Pfed samotnym parenim je potfeba klisnu ptipravit. Dikladné se ji ovaze kofen ocasu
bandazi, idedlné se skryji celé Ziné napftiklad za pomoci svdzani provazem. Nasledné je

potfeba klisné fadné omyt vnéjsi pohlavni organy a jejich blizké okoli. Klisna se poprvé
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postavi za zasténu, kterd ochrani hiebce v pfipadé, Ze klisna jesté nebo uZz neni svolna
amohla by zareagovat agresivné vykopnutim a hiebce vainé poranit. Pokud zkouska
probéhla pozitivné a klisna projevuje fijné znaky, je odvedena mimo zasténu a je kni
pfiveden hiebec. Néktefi chovatelé vyvazuji ocas smérem nahoru, aby pomohli hfebci
se zasunutim penisu do pochvy klisny (Dascanio,2014).

K zasunuti penisu do pochvy (imise) a jeho udrZovani ve vaginé pomahaji pohyby
panve hfebce. Po zesileni stimulace reflexni centrum v paterni miSe vysle podnéty pro vyron

a ejakulaci semene. Spermie a semennd plazma jsou ejakulovany klisné ¢aste¢né i do délohy

(Reece, 2011).

Obr. 3 Pfirozené pfipousténi

3.4 Inseminace klisen

Za umélou inseminaci (Al) povaZujeme osemenéni klisny cerstvym nebo
konzervovanym spermatem, které je manualné preneseno do pohlavniho Ustroji klisny
(Morel, 2015). Sperma je béhem umélé inseminace za pomoci inseminacni soupravy
vpraveno do délozniho kréku nebo pfimo do délohy. (Dusek, 2011)

Pro pouZiti umélé inseminace muUZze byt hned nékolik ddvodd. Jednim
z nejdllezitéjsich je zlepSeni chovi diky lepsi dostupnosti kvalitnich plemenika. Jejich sperma

mulZe byt pouZito na velké mnoiZstvi klisen kdekoli na svété. Dalsi vyhodou je zamezeni
12



nakazy plemenikl pohlavné prenosnymi chorobami od klisen, coZ plati i opacné, protoze

sperma pro tvorbu inseminacnich davek je vidy vysetfené (Blanchard et al, 2003)

34.1

Vybér klisen pro inseminaci

Pokud se jiz chovatel rozhodne k inseminaci klisny, je dobré klisnu zhodnotit, zda je

vubec k reprodukci vhodn3, stejné tak zda je pro ni vhodnym zplsobem uméla inseminace.

3.4.2

Hlavni vybérova kritéria u klisen jsou nasledujici:

Minulost: zde se zaméfime predevsim na reprodukci v minulosti klisny. Kolik méla
klisna htibat, jaka byla Uspésnost zabreznuti, zda nedoslo k potratlim atd.
Temperament: u pfilis temperamentnich aZz nervdznich klisen se tézko provadi jemna
prace pfi umélé inseminaci. Re§enim miiZe byt ¢aste¢na sedace klisny.

Stari: pro reprodukci obecné jsou vhodné mladé klisny, starsi klisny mohou hire
zabrezavat ¢i mit problém s porody.

Celkova stavba téla a kondice: pokud pomineme vybér klisny z chovného hlediska, je
tfeba ohodnotit jeji zdravotni stav, aby v pofadku odnosila a porodila htibé.
Uzpusobeni vnéjsich pohlavnich organl: nékdy muize dojit k vyraznému poskozeni
béhem predeslych porod(l, ¢i nevhodnému utvareni, napfiklad propadly konecnik
muze byt divodem zaneseni infekce do pohlavnich organ( klisny.

UzpuUsobeni vnitfnich pohlavnich organi: zde je vhodné klisnu vysetfit palpaci Ci
ultrasonografii, zamezi se zbytecnym pokusiim o brezost ¢i potratim.

Infekce: pfi infekci by nikdy nemélo dojit k inseminaci klisny, ani jeji reprodukeci.
Odbéry krve: zajisti, ze klisna netrpi pohlavné prenosnou chorobou, stejné tak je

vhodné dbat na ockovani klisny, z divodu jejiho i potomkova zdravi (Morel, 2015).

Vybér hiebct pro inseminaci

Vybérova kritéria pro hiebce jsou z velké ¢asti podobna tém u klisny:
Minulost: zde stejné jako u klisen feSime reprodukéni minulost. Jaky je pfi pfirozené

plemenitbé ¢i pfi odbéru.
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Temperament a libido: libido je u hifebce velmi dllezité. Zvlasté pokud chceme
hiebce odebrat, bez vysokého libida se odebirani mize protdhnout ¢asové, ¢i byt az
témér nerealizovatelné. Temperament zde souvisi hlavné s ovladatelnosti koné pfi
vykonu.

Stari: u hrebce nehraje takovou roli jako u klisen, presto je vhodné naptiklad
s mladSimi a nezkusenymi hfebci zachazet Setrnéji.

Celkova stavba téla: Pro casté odbéry jsou dUllezité zdravé a pevné nohy, pevné
svalstvo na bedrech a pater, ktera by méla byt v poradku.

Predvedeni pohlavniho ustroji: jakékoli anomalie, deformity je dullezZité vysetfit,
mohou ovlivnit kvalitu semene.

Analyza semene: zde je dUleZita analyza koncentrace spermii a jejich prezitelnost po
konzervaci.

Odbéry krve: stejné jako u klisen se hlidaji prenosné choroby a oc¢kovani

Infekce: infekce v téle vyrazné ovlivni kvalitu ejakulatu.

Celkové vedeni odchovu hiebce: sem spada jeho zdravotni a vykrmny stav, krmivo,

denni program. To vse ovlivni hfeb¢i ejakulat (Morel, 2015).

Odbér spermatu

Odbér spermatu pro umélou inseminaci je nejlépe provadét v odbérové mistnosti.

Odbérova mistnost musi spliovat zdkladni pozadavky jako dostatecné velky prostor pro

manipulaci s hfebcem, splnéni hygienickych pozadavk(. Je tfeba mistnost po kazdém odbéru

radné vycistit a vydesinfikovat. Nemély by zde byt zbytecné rusivé elementy a dostatecné

osvétleni s dobrou cirkulaci vzduchu je samoziejmosti. Podlaha je velmi dilezitym aspektem,

musi byt z neklouzavého materidlu, napfiklad gumové rohoze. Pokud by hfebec béhem

odbéru uklouzl doslo by k jeho zranéni a i zrazeni v odbéry semene.

V odbérové mistnosti se nachazi fantom pro hrebce a je dobré zde mit i prostor pro

pripad potreby pritomnosti klisny k nabuzeni nékterych hrebcd s mensim libidem.

Samotny odbér spermatu lze zajisti nékolika zplsoby: do umélé vaginy, za pouZiti

kondomu ¢i manudlni manipulaci — masturbace. Posledni dva zpUsoby se pouZivaji
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minimalns. Béhem kazdého odbéru je dllezité neznecistit odebrany ejakuldt, proto je

dllezité mit Cisté nastroje a dodrzet hygienu hirebce. (Samper, 2009).

Umeéla vagina je nejcastéji pouzivanou metodou. Vétsina umélych pochev pro odbér
ejakulatu vychazi ze dvou variant, které se v rlznych Upravach uzivaji dodnes. Prvni varianta
je tzv. otevieny typ. Otevieny typ vaginy ma vyhodu odbéru té frakce ejakulatu, kterou
chceme — tedy té, ve které jsou obsazeny spermie. Objem je pfiblizné o 50 % niZzsi,
koncentrace spermii vsak je vyssi. Druhy typ je do uzaviené vaginy, zde dojde k zachyceni
celého ejakulatu. VSechny umélé vaginy by méli mit spravnou teplotu, toho se dosahuje
nalitim teplé vody (okolo 45 °C) do dvojité stény vaginy. Dalsi provedeni zavisi na pouzitém
typu. Mezi zakladni patfi:

- Typ "Missouri” navrzeny Mc Kenziem ma zuzeni vchodu pochvy pryZzovym prstencem

— predpoklad vys$siho drazdéni u baze pyje. Tato pochva se lehko skladd a omyva.

Je tvofena dvéma pryZzovymi vlozkami, plastovym pouzdrem a kozenym limcem. Jeji

vyhodou je dlouhodobé udrzeni teploty vody, da se tedy s hfebcem manipulovat
déle.
- Typ "Nishikawa" se skladd z tuhého hlinikového pouzdra a jedné pryzové vlozky, takze

je lehky a snadno ovladatelny. Dalsi vyhodou je pfimé napojeni sbérné nadobky. Tato
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konstrukce umozniuje pfimé vypusténi ejakulatu do nadobky, ¢imz nedochazi ke
kontaktu ejakuldtu s pryZovou vlozkou

- Polsky typ: tato uméla vagina je navrzend jako oteviena. Vyhodou oteviené vaginy je
nezachyceni prvni frakce ejakuldtu, tedy sniZzeni moZnosti kontaminace z mocové

trubice penisu hiebce (Blanchard et al, 2003).

Hrebci se na umélou vaginu naudi velmi snadno. Pro mnoho hiebcl je pfi skoku na
fantom dulezitd pritomnost fijici se klisny. Jako fijici se klisna m(ze slouzit i nymfomanka,
ktera je v kontinudlnim stavu fije v disledku hormonalni nerovnovahy nebo mize byt Ié¢ena

Jak bylo napsano vyse, je tfeba pouzivat hiebce, ktefi jsou fyzicky zdatni a zdravi, aby
zvladali skok na fantom. Nékdy je potfeba odebrat velmi kvalitniho hfebce, ktery trpi
bolestmi zad ¢&i artritidou. Casto se tyto problémy projevuji u parkurovych koni, ktefi jsou
stale jesté ve sportovni kariéfe. Kdyz dojde k secteni namahy z parkurového skdkani a ze
skakani na fantom, dojde ke zvySené bolestivost v oblasti beder a zadé (Beuzekom et al,
2017). Pro hiebce, ktefi nemohou skocit na fantom je vyuzivano odbéru tzv. ze zemé. Bylo
hodnoceno takto ziskané sperma v porovnani se spermatem ziskaném ze skoku na fantom
Objem ejakulatu klesl v priméru o 7 ml a koncentrace spermii asi o 1/3. Také se prodlouZila
doba potrebnd k ejakulaci hfebce. Na pohyblivost i prezitelnost spermii tato metoda vliv
neméla. Jako posledni nevyhodu lze zminit neochotu hiebcl k této metodé odbéru (Burger
et al, 2015).

lhned po odbéru by mélo byt sperma prevezeno do laboratofe, musi byt
minimalizovana veskerd fyzickd poskozeni, nesmi byt vystaveno svétlu, teplotnimu Soku.
VSechny materialy, se kterymi pfichazi sperma do styku, by mély byt predehraté na télesnou
teplotu (37-38 °C) (Blanchard et al, 2003).

Neni-li mozné provést posouzen okamzité, musi byt uchovano pfi 4-5 °C po dobu
nejdéle 24 hodin, aniz by doslo ke sniZeni Zivotaschopnosti a mozZnosti provést posouzeni

spermatu (Morel, 2015).
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3.4.4 Zpracovani spermatu

Zachycené sperma je potreba laboratorné zhodnotit. Mezi hodnocené vlastnosti patti
predevsim celkovy objem, koncentrace a pohyblivost spermii. Za pohyblivé spermie se
povazuji takové, které maji progresivni pohyb za hlavickou. Presné hodnoty vlastnosti
spermatu se odvijeji od toho, zda se bude sperma pouze chladit ¢i mrazit (Pycock et al,
2006).

Sperma hrebce po odbéru by mélo mit tyto parametry:

- Objem:50-120 cm?

- Barva: bil3, Sedé bila

- Konzistence: vodnata

- pHokolo7

- Koncentrace spermii: 0,1 az 0,3 x 108/mm?

- Aktivita spermii: 60-80 %

- Frekvence vyskytu patologickych spermii: max. 30-35 %

Pokud sperma odpovidda témto parametrim, vyrabi se inseminacni ddavky.
Inseminaéni davka pro kratkodobou konzervaci ma mit objem 10 cm?® nafedéného spermatu,
300x10° spermii, aktivita spermii min. 50 % a morfologicky normalnich spermii minimalné
60%. Pro inseminacni davku na dlouhodobou konzervaci je pozadovan objem minimalné 0,5
cm?® nafedéného spermatu, koncentrace spermii minimdalné 250x10° spermii, 60 %
morfologicky normalnich spermii a jejich aktivita nejméné 30 %. Pro dlouhodobou
konzervaci lze pouzit i pejety o objemu 5 ml. VeSkeré inseminacni davky musi byt fadné

popsany a oznaceny. Predevsim o jakého hiebce se jednd, datum vyroby davky, misto kde

byla davka vyrobena (Blanchard et al, 2003).

Obr. 5 Inseminacni pejety pro chlazené ID: 0,5 a 5 ml

Obr. 6 Oznacend ID



3.5 Inseminace cerstvou ID

3.5.1 Inseminace ¢erstvym nefedénym spermatem

Za inseminaci Cerstvym spermatem povazujeme takové provedeni, kdy je hrebec
odebrdn a ihned je do klisny vpraven cely objem ejakuldtu bez Zadné Upravy. Pfi této metodé
je pozadavek minimalné na 300 milionG progresivnich spermii. Tato metoda zabranuje
pfenosu pohlavnich chorob z hfebce na klisnu, je vhodna pro agresivni Ci pfilis bazlivé klisny

vUuci hiebci a nejbliZe imituje pfirozenou plemenitbu (Samper, 2009).

3.5.2 Inseminace kratkodobé konzervovanym sperma

Kratkodobé konzervované sperma je po odebrani fedéné a zchlazené na teplotu 4 °C.
Kinseminaci je pouzitelné 12, vkrajnim pfipadé 48 hodin, po jeho odbéru. Doba
pouzitelnosti se odviji podle pouzitého redidla (Blanchard et al, 2003). Gibb a Aitken (2016)
udava prezitelnost spermii az 72 hodin od odbéru. Sperma se pro kratkodobou konzervaci

fedi v poméru 1:1 az 1:2 (Blanchard et al, 2003).

Zpracovani spermatu pro kratkodobou konzervaci

Sperma pro kratkodobou konzervaci je potfeba nafedit vhodnymi fedidly, které
nejsou spermicidni a spermie ochrani a podpofi. Pro zfedéni se nejéasté&ji vyuziva
Zloutkovych redidel ¢i tedidel na mlécné bazi (Dusek a kol, 2011). Tato fedidla slouzi
predevsim k ochrané membran spermii pfed zménami, které jsou vyvoldny v pribéhu
chlazeni (Gibb a Aitken, 2016). Jako dalsi za zminku stoji Zelatinova redidla (Morel, 2015).
Dalsi vlastnosti je podpora spermii, aby mély dostatek energie na preziti, proto redidla
obsahuji pufrovaci a energetické latky (Dusek a kol, 2011). Nejvice vyuZivana jsou fedidla na
mlécné bazi a jsou dobfe komeréné dostupnd. Vhodné pridana antibiotika pomahaji
odstranit bakterie, které mohou kontaminovat sperma béhem odbéru. Bézné pouzivanymi
antibiotiky je polymyxin B sulfat, krystalicky penicilin, siran amikacin a timentin (Blanchard et
al, 2003).

Jakmile je sperma natredéné, je zchlazovdno na teplotu 4-10 °C. Tato teplota je

dostate¢né nizkd na to, aby zpomalila metabolismus spermii a tim protdhla jejich

18



prezitelnost aZz na 72 hodin. Oproti jinym druhim jsou spermie hiebcl velmi citlivé na
teplotni Sok, proto musi dochazet k postupnému zchlazovani a ne ndrazovému. | pres
veskerou snahu jsou mezi hiebci silné individualni rozdily, a proto u nékterych hiebcli maze
dlivodem je nedostatecnd protekce redidla, ¢i dokonce jeho spermicidni vlastnosti na dané
spermie. Z dlvodu vyskytu hiebcl s takovymto Spatné chladitelnym spermatem se doslo
k moZnosti uchovavat spermie bez chlazeni. Hlavni problém ¢&ini u této metody rychlé
vyCerpani ATP u spermii, proto je tfeba dodat energii zvenci. Pfredpoklddd se dosazeni
uchovani spermii timto zplsobem aZ po dobu jednoho tydne. Vtomto sméru se vedou

rozsahlé vyzkumy (Gibb a Aitken, 2016).

3.5.3 Vyhody inseminace ¢erstvou ID

- Al nabizi oproti pfirozenému pareni ¢etné vyhody. Napfiklad rozdéleni ejakulatu do
nékolika inseminacnich davek, dovolujici efektivnéjsi vyuziti spermatu hrebce, za
predpokladu normalni plodnosti hiebce. V souladu stim nékolikandasobné zvysuje
pocet klisen, které je hiebec za pripoustéci obdobi schopen oplodnit.

- U plemen, jejichz stanovy plemenné knihy dovoluji inseminaci, zvysuji dostupnost
inseminacnich pro vSechny majitele klisen.

- Pfidavek antibiotik do semenného plniva pro Al minimalizuje pfenos pohlavnich
bakterialnich chorob.

- Redidla obsahuji ochranné a podplrné latky pro spermie, které mohou zvysit
schopnost oplozeni u nékterych hiebcu.

- Vyuziti fantomu pfi odbéru spermatu, sniZzuje riziko poranéni chovnych hrebcl
i klisen.

- Odbér spermatu do umélé vaginy umoznuje kontrolu kvality spermatu a vcasné
zjisténi problém, které mohou mit vliv na plodnost hiebcu.

- Vyvinem inseminacni techniky s nizkymi davkami zvySuje pfipustény pocet klisen

z ejakuldtu a zvysuje pocty zabreznuti u subfertilnich hiebcl (Blanchard et al, 2003).
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Nevyhody inseminace ¢erstvou ID

Pro Uspésnost této metody je zapotiebi znalosti a dovednosti, jelikoz spermie jsou
velmi citlivé na poranéni a prostredi, ve kterém se nachazi.

Béhem odbéru spermatu, manipulace, zpracovani a samotné inseminacni techniky
muze dojit k poskozeni spermatu a naslednému zhorseni schopnosti oplozeni.
Naklady spojené s ndkupem potiebného vybaveni pro Al mohou zvysit rezijni naklady
celého Slechtitelského programu.

Dalsi nevyhodou je zvySené riziko poranéni ¢lovéka manipulujiciho s umélou vaginou
béhem odbéru spermatu. Ztohoto dlivodu je potieba tadné proskoleni osob
zapojenych do odbéru.

Je potreba ziskat urcity tréning k dosazeni urovné pro dosazeni uspokojivych vysledk
v hodnoceni zabfeznuti, za pouziti techniky s nizkymi inseminaénimi davkami, protoze
pozadavky na proces zpracovani a manipulace se spermatem jsou zvysené.

Jako posledni lze uvést naklady na vybaveni pro hysteroskopii pti inseminaci, které
jsou relativné vysoké ve srovndni stémi, které jsou potifeba pfi manudlnich

inseminacnich postupech (Blanchard et al, 2003).

Nacasovani inseminace

V chovatelskych programech pro umélou inseminaci jsou klisny inseminovany kazdy

druhy den, pocinaje druhym nebo tfetim dnem od pocatku fije, dokud neni zjisténa ovulace

nebo dokud klisna neprestane vykazovat fijné chovani.

Snizeni poctu inseminaci béhem estralniho cyklu zlepsSuje celkovou efektivitu

Slechtitelskych programi a snizuje riziko kontaminace pohlavniho ustroji klisny. To se tyka

predevsim klisen se zvysenou citlivosti na délozni infekce. Cilem by mélo byt inseminovat

klisnu jedenkrat, 24 hodin pred ovulaci (Samper, 2009).

20



3.6 Inseminace mrazenou ID

Pouzivani zmrazeného spermatu hifebcd ma spoustu vyhod. Minimalizuje se riziko
Siteni nemoci, lze jej pfepravovat na libovolné vzdalenosti a uchovavat po mnoho let
geneticky materidl hrebce. Vyznamny pokrok tato metoda zaznamenala v poslednim
desetileti, zaroven se zveda i obliba této metody mezi chovateli (Alvarenga et al, 2016).

Dlouhodobé skladovani hiebciho spermatu je dosaZitelné pouze zmrazenim (Morel, 2015)

Zpracovani spermatu pro dlouhodobou konzervaci

Stejné jako pro kratkodobou konzervaci je potfeba upravit redidly i sperma pro
dlouhodobou konzervaci. V tomto ptipadé je velky rozdil v pouzZiti kryoprotektivnich latek.
Kryoprotektivni latky jsou takové, které chrani spermie béhem procesu zmrazeni
a rozmrazeni. U hiebcl se doposud jako kryoprotektivni latka pouziva glycerol (Dusek a kol,
2011). Glycerol se pouzivd predevsim u skotu, ale ukazuje se, Ze je toxicky pro hrebci
spermie, proto je u spermii hfebcll pouZivan v nizkych koncentracich. Jsou zkousena nova
fedidla, naptiklad kombinace cukrd, ale i zde je rozdilna citlivost hfebcl (Morel, 2015).

Po ziedéni se sperma postupné ochlazuje a ndasledné zmrazuje. Obvykle jim jsou
plnény pejety o obsahu 0,5 — 4 ml nebo muze byt uchovdno i v hlinikovych tubach o obsahu
7 ml. Nejdllezitéjsi je pravé rychlost schlazovani, je optimalni ktomuto pouzivat
programovatelné automatické zmrazovace, které jiz k poklesu teploty vyuZivaji kapalny
dusik, ve kterém je sperma i naddle uchovdvadno (Samper, 2009). Pro uchovani se obvykle
pouziva tekuty dusik (-196 °C). Pokud spermie dokaze odolat procesu zmrazeni i rozmrazeni,
muZe byt integrita spermie v kapalném dusiku zachovdna po témér neomezenou dobu,
protoze metabolickd aktivita spermie pfi téchto teplotdch je zanedbatelna (Blanchard et al,
2003).

Pokud chceme inseminacni davku pouZit pro oplozeni vajicka, je potreba ji rozmrazit.
Davku vyjmeme z tekutého dusiku a rozmrazime ji ve vodni lazni o teploté 37 °C. Inseminacni
davku je dulezité rozmrazit tésné pred inseminaci klisny. Jakmile totiz dojde k rozmrazeni

spermii, jejich Zivotnost a s ni oplozovaci schopnost rychle klesa (Samper, 2009).
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Je nékolik funkci spermie, u kterych je potreba, aby zlstaly po rozmrazeni zachovany

z dlvodu schopnosti oplodnit vajicko:

Pohyblivost spermie

- Normalni metabolismus spermie
- Neposkozené buné¢né membrany
- Pfitomnost akrozomu

(Blanchard et al, 2003).

Cast spermii pfi celém procesu kryokonzervace je letdlné poskozeno a nejsou
schopny oplodnéni. Zfunkénich poruch to jsou predevSim zmény ve vlastnostech
membranovych lipidl, poskozeni cytoskeletdrnich ¢dstic a poruchy ve sloZeni jadra. Z téchto
zmén vyplyva velka citlivost spermii na zmény teplot, zmény osmotického tlaku a oxidacni
stres (Blanchard et al, 2003).

Z divodla poskozeni a predpokladu celkového snizeni Zivotnosti spermii oproti
Cerstvym, je potfeba inseminovat klisnu co nejblize dobé ovulace folikulu, je dobré provést

i reinseminaci po 24 hodinach od predeslé inseminace (Samper, 2009).

3.7 Inseminace nizkou davkou spermatu

V poslednim desetileti se vyrazné zvySuje vyuzivani i kvalita umélé inseminace. S tim
se zvedaji ceny za inseminacéni davky nékterych hrebcl, zvysily se naklady v oblasti dopravy
inseminacnich davek, jelikoZ jsou prepravovany na velké vzdalenosti. Zaroven ovsem dochazi
k vyndlezu novych reprodukénich technologii a to vse vede k vy$Sim poctlim inseminacnich
davek z jednoho odbéru hfebce. Snizuje se objem inseminacnich davek, ale i poéet spermii
v nich. Kzavadéni takovychto davek se vyuzivd dvou technik. Prvni je hysteroskopicka
metoda nebo rektdlni zavadéni pruzné pipety do pozadovaného délozniho rohu. Obé dvé
metody se shledaly s dobrou uUspésnosti, aniz by doslo ke snizeni poctu zabreznuti oproti
bézné obsahové velkym davkam (Samper, 2010). Jednotlivé postupy jsou podobnéji popsany
nize.

Kvli potfebé naprosto jemné manipulace a presnosti zavadéni inseminacni davky, je

obvykle pfistupovdno k mirné sedaci klisny pro uklidnéni (Morris et al, 2010).
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Ukazuje se, Ze klisny Ize takto inseminovat davkami, které obsahuji 100x méné
spermii, nez je tomu u béZnych davek. Odpovida to tedy poctu 1-5 milionu spermii. Objem

inseminacni davky je 0,2 ml (Blanchard et al, 2003).

3.8 Postupy pfri inseminaci

Pfi inseminaci je dulezitd hygiena. Je vhodné klisné 2x-3x oplachnout okoli
reprodukcénich organt mydlem nebo chirurgickym mydlem, které nasledné duikladné
oplachneme, aby nezustaly zbytky mydla, které by mély spermicidni ucinky a drazdily pochvu
klisny. Pro umélou inseminaci se doporucuje celkové sterilni a netoxické zafizeni (Blanchard,
2003).

Pfed inseminaci je nutné klisnu vysetfit. Vysetfi se palpaci otvor délozniho kréku, je-li
krcek otevien na jeden aZ tfi prsty, je moZno inseminovat. Je-li kréek uzavren, klisna se
neinseminuje. Je vhodné provést i ultrasonografické vysetfeni na pritomnost folikulu.

(Samper, 2009).

Obr. 7 Ultrasonografické vysetieni pred inseminaci
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Obr. 8 Zobrazeni folikulu na sonografu

K umélé inseminaci se pouzivaji nejéastéji katetry z plastu nebo katetry ebonitové,
k nimzZ je pripojena celosklenéna stfikacka nebo nadobka z pruzného plastu. PryZzové katetry
(z Cervené pryZze) jsou pro své spermicidni vlastnosti k umélé inseminaci nevhodné.
Nejcastéji se pouzivaji katetry dlouhé 500-600 mm a 4-6 mm tlusté, jejichZ svétlost kanalku
se pohybuje mezi 1-2 mm. Stfikacky se pouzivaji nespermicidni, nejvhodnéjsi k umélé
inseminaci jsou s plastovymi pisty, jelikoz nékteré gumové pisty mohou mit spermicidni
vlastnosti. Zda se, Ze sperma kazdého hrebce reaguje velmi individualné na toxické ucinky
u gumovych pistld. Toxické ucinky jsou u nékterych hrebcl patrné jiz po jedné minuté
kontaktu s nékterymi typy stfikacek a pist(. Naopak se zdd, Ze myti a sterilizace pouzitych
stfikacek nema vliv na preZitelnost spermii. Z tohoto dlvodu je moiné, spravné omyté
stfikacky pouZit i vicekrat, coZ je samoziejmé ekonomické a i ekologické (Blanchard et al,

2003).

24



Obr. 9 Kompletni pfiprava pfed inseminaci: zde pfed inseminaci chlazenym sperma

Sperma, fedéné i nefedéné, se vpravuje pfimo do délohy klisny. Katetr napojeny na
inseminacni stfikacku nebo pistoli je zavadén za pomoci ukazovacku pfimo do délozniho
krcku klisny (Morel 2015).

Pro inseminaci klisen se pouZivaji az po ramena dlouhé rukavice. Spi¢ka 20 — 22 palcd
dlouhého katetru se umisti do dlané a malé mnoZstvi nonspermicidniho maziva se nanese na
hrbet ruky. Inseminacni katetr, ktery je kryty rukou, prochazi poSevni klenbou, kde pronikne
skrze déloini krcéek, ktery nahmatame za pomoci prostfednicku. Inseminacni katetr dale
prochazi skrz délozni ¢ipek do téla délohy (Blanchard et al, 2003). Jakmile katetr projde skrze
délozni kréek, zatlaci se cca 2 cm do délohy (Morel, 2015). Stlacenim inseminacni sttikacky,
ktera je naplnéna semenem a pfipojena ke katetru, pomalu uloZime inseminacni davku do

délozni dutiny klisny.
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Obr. 10 Zavadéni katetru

ve

Dalsi mozZnosti, stejné ucinnou, je inseminovat klisnu za pomoci osvétleného
vaginalniho zrcadla, pro zavedeni katetru na délozniho kréku (Blanchard et al, 2003).

Po deponaci spermatu pridrzime zevni branku kréku a simulujeme frikéni pohyby
hrebce tak, aby dosSlo k navozeni déloznich kontrakci. Po inseminaci je vhodné klisnu

provadét (Dusek a kol, 2011).

Postup pro inseminaci nizkou davkou spermatu

Pro tento druh inseminace se pouzivaji trochu jiné metody, nez je tomu u klasické
inseminace, jsou dva zakladni postupy. Jako prvni je Hysteroskopicka inseminace (Hl).

Pouziva se predehraty 1,2 az 1,6 metr dlouhy videoendoscop. Ma tu vyhodu, Ze lze
vizualizovat cely proces a presné lokalizovat misto aplikace. Veskeré ndstroje jsou
desinfikované. Endoskop je zaveden do délozniho téla klisny. Inseminacni technik navadi
endoskop rukou skrze rektum. Spitka endoskopu je zavedena do déloiniho rohu, s nim je
pfivedeno i malé mnozstvi vzduchu, aby byla vidét nalevka vejcovodu. Jakmile je ndlevka
vejcovodu identifikovana a endoskop je v jeji tésné blizkosti, Ize vpravit sperma. Neni vhodné
aplikovat objem vétsi nez 1 ml, ten ma jinak tendenci stékat skrz délozni roh (Morris et al,
2000). Béziné se pouziva davka o objemu 0,1 az 0,2 ml. Po aplikaci je endoskop vyjmut a
veskery vzduch je z délohy i déloZniho rohu didkladné odstranén (Blanchard et al, 2003).

26



Druhou metodou je Rektalni zavadéni do délozniho rohu (RI). Zde se katetr zavadi za
pomoci 65 cm dlouhé pruzné pipety. VSe je opét navadéno rukou pres konecnik klisny.
Pipeta je pomalu zavadéna pres délozni roh az k vaje¢niku, na kterém je preovulacni folikul.
Po sprdvném umisténi pipety se do ni vloZi sldmka s otevienym koncem obsahujici
inseminacni davku, a za pomoci tenkého pistu se vtlaéi az na konec pipety. Poté se vytlaci
sperma na dané misto. Takto Ize vloZit i vice davek naraz (Samper a Plough, 2010).

Obé metody maji své vyhody i nevyhody. Vyhodami Rl jsou nizké ndklady na
provedeni a k manipulaci je potfeba pouze dvé osoby. Na druhou stranu mezi hlavni
nevyhody patti riziko poranéni konecniku nebo délohy klisny. Co se tyce HI, nevyhodami jsou
predevsim: potfeba vétsiho persondlu (nejméné 3 osoby) a vysoka uroven dovednosti prace
s endoskopem. Obé dvé metody lze provést velmi rychle, u metody HI by se nemélo
prekroCit 5 minut, aby nedoSlo kvyraznému podrazdéni ¢i traumatu délohy. Pokud
provadime takovouto inseminace ihned pfi prvnim cyklu po porodu, mohou nastat potize

s manipulaci jeSté stale zvétSené délohy (Lyle, 2005).

3.9 Asistovana reprodukce koni — embryotransfer

Technika asistované reprodukce u koni je k dispozici teprve kratkou dobu, ve srovnani
s jinymi domacimi druhy zvifat, zejména prezvykavci. Hlavnimi ddvody pro toto opozdéni je
nedostatek vajecnikl ziskanych zjatek, nedostatecny zdjem ze strany chovateld koni
a chovatelskych sdruzeni a rozdilnost anatomie i fyziologie od ostatnich druht zvirat (Galli et
al, 2013). Presto se uskutecnuji pokusy s cilem zlepsSit rizné biotechnologické metody.
V poslednich letech byla ziskana mladata za pomoci klonovani. Metody pro kryokonzervaci
vajicek a embryi jsou neustale zdokonalovany. | pres dosavadni slibné vysledky z nékolika
studii a vyzkuml, je tfeba se stale vice vénovat zdokonalovani: metody produkce embryi in
vitro (in vitro oplodnéni, klonovani), kryokonzervace zarode¢nych bunék a embryi a umélou
inseminaci klisen sexovanym spermatem (Kochan et al, 2016).

Embryotransfer je metoda asistované reprodukce, kterd ve svété za posledni roky
stoupd v oblibé (Pycock, 2016). Prvni Uspésny prenos embryi u koni byl proveden v roce 1972
a v soucasnosti se provadi okolo 25 000 prenosl rocné po celém svété (Kraemer a Duane,

2013).
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Cely princip embryotransferu je nejc¢astéji ve vyjmuti embrya z klisny oznac¢ované jako

darce a nasledné preneseni do klisny zvané jako prijemce (Dusek a kol, 2011).

3.9.1 Klisna "darce”

Hlavnim dlvodem pro¢ se embryotransfer provadi, je moZnost odebrani oocytl
klisen, které nemohou odchovat z davodu fyzického zdravi vlastni hfibé, a vloZit jej do klisny
zdravé a tohoto schopné a timto zplsobem ziskat od prvni klisny zdravé potomky (Pycock,
2016). Jako dalsi skupinou vhodnou pro embryotransfer jsou klisny, ze kterych chceme ziskat
vice potomkll, neZ je pfirozené mozné. Nebo klisny, které kvili aktivni sportovni kariére
nemohou byt brezi (Blanchard et al, 2003).

U této metody reprodukce je dllezité zvazit, zda je klisna, kterou chceme mnofit,
natolik cenna, Ze stoji za vynaloZzené usili i finance. JelikoZz se to tyka klisen, u kterych
standartni pfipoustéci metody selhaly, je dllezité, aby odbornik presné zjistil pricinu fertility
klisny. To umozZnuje provést nejméné slozZitou, nejvhodnéjsi a UspésSnou metodu asistované
reprodukce pro neplodnou klisnu a ta mlze takto prekonat konkrétni pfic¢iny neplodnosti (Da
Silva, 2008).

Pfed tim, neZ vibec zahdjime cely proces embryotransferu, je dilezité zajistit, aby
reprodukéni organy klisny byly bez jakékoli infekce a cely jeji odchov by se mél soustredit na
zamezeni vzniku endometritid, které by vyrazné snizily, az znemoznily Uspésnost provedeni

transferu. (Blanchard et al, 2003).

3.9.2 Odbér embryi

Béhem estru, ktery milZe byt v pfirozeném cyklu nebo uméle vyvolany (s cilem
synchronizace fije, superovulave apod.) je klisna zapusténa. Je dullezité védét kdy klisna
ovulovala (zjistujeme sonografii), bez této informace nelze vypocitat den, kdy je vhodné
provést vyplach embryi (Blanchard et al, 2003). Ten se béiné provadi okolo 7. az 8. dne
brezosti. U klisen, které byly inseminovany mrazenym spermatem, je doporuceno vyplach
opozdit o pll dne kvali moznému zpozdéni embryondlniho vyvoje (Dascanio at al., 2014).

DulezZité je nevyplachovat dfive nez v druhé poloviné 5. dne, ¢i 6. den. Do 6. dne embryo
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sestupuje do délohy. V této dobé jsou embrya ve fazi moruly a po vstupu do délohy dochazi
k rychlému naristu do stadia blastocysty. Embrya by se neméla odebirat ani starsi 9 dnd, kdy
klesa uspésnost prenosu (Squires,1999).

Pfed samotnym vyplachem embryi, je potfeba zjistit (ultrasonografii), zda se na
vajecniku nachazi jedno nebo vice Zlutych télisek. Pokud ano, v déloze bude pfitomno
embryo/embrya. Pokud je pfitomno Zluté télisko, prikroCi se k procesu vyplachu. Pfedem je
klisna mirné sedovana, protoze tlak kapaliny v déloze vyvolava jisty diskomfort. Mél by byt
prazdny mocovy méchyr, aby neutlacel délohu a klisna musi byt oSetfena desinfekci v oblasti
sedacich hrboll a vnéjSich reprodukénich orgdnl a fddné omyta a osusSena, je vhodné
vyvazat zapleteny ocas.

Pfipravené vyplachovaci médium by mélo byt v pokojové teploté a pred zavddénim
katetru do klisny, by se jim mél naplnit pravé katetr a celd hadi¢ka, kterd se bude zavadét.
Katetr se zavadi do déloZiniho kréku a skrze néj se vlévd pouze pod tlakem gravitace
vyplachovaci médium do délohy klisny. Pohmatem pres rektum se zjisti naplnéni obou
déloznich roh(l a nasledné se proces oto¢i a médium se necha vytékat zpét pres filtr. Proces
se obvykle tfikrat opakuje. U mladych klisen k naplnéni postaci cca 1 |, zatimco u starsich,
které mély htibata, se aplikuje celkem 2 I i vice (Blanchard et al, 2003). Po vyplachu jsou
embrya splachnuta zfiltru do laboratorni misky a vyhleddna za pomoci mtizky, pfi
15 ndsobném zvétseni (Squires, 1999). Klisné se po vyplachu aplikuji prostaglandiny, aby se

zabranilo nechténé brezosti (Blanchard et al, 2003).

Uterine flushing 5
catheter /"

| | Uterine

Inflatable cuff Vagina flushing media

Clamps for controlling
direction of fluld moving
through catheter

Ovary
Oviduct
Uterus Y junction

| Out

& | Embryo filter

Urinary bladder

Syringe for filling catheter
balloon cuff with air

Obr. 11 Vyplach délohy
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Kazdé odebrané embryo je potfeba zhodnotit. Embrya jsou zkoumana pfi 40x az 80x
zvétseni a fadi se do skupin od 1 (vynikajici — symetricky kulovity tvar, jednotna barva
a velikost bunék) do 4 (Spatné- degenerované buriky, nekompaktni embryo) (Squires, 1999).

Hodnoti se také vyvojové stadium (Blanchard et al, 2003).

Predpokladany vyvoj embryi podle stafi:

Stafi embrya | Primérnd velikost | Vyvojové stadium

(dny) embrya (um)

6 200 morula / rand blastocysta
7 400 morula / blastocysta

8 1000 blastocysta

9 2000 blastocysta

(Squires, 1999).

K epigenetickym zménam dochazi nejéastéji pravé od oplozeni do c¢asného
embryondlniho vyvoje. Proto je duleZité embrya hodnotit, ale také se soustfedit na vyZivny
a zdravotni stav klisny, nebot se jedna o faktory, které vyrazné ovlivriuji kvalitu potomstva

(Chavatte-Palmer et al, 2016).

3.9.3 Superovulace

Pfenos embryi je nejbéznéjsi metodou asistované reprodukce u koni, stale je vsak
omezen neefektivni metodou superovulace u klisen (Hinrichs, 2012).

PFri normalnim cyklu dochazi k primarni folikulové viné, kdy narlsta vice folikull, ale
pouze jeden se stava dominantnim a pokracuje v rlstu, zatimco ostatni jdou do regrese.
Nasledné se dominantni folikul stdva preovulaénim a pod vlivem hormond pokracuje
k ovulaci. V pfirozeném prostfedi tedy béiné ovuluje jen jeden folikul, moznost dvojité
ovulace je velmi nizka.

Jak se vyviji reprodukéni technologie, je zapottfebi predevsim pro embryotransfer i

ICSI ziskat béhem jednoho estralniho cyklu vice oocytl — superovulace. Ziskanim vétsiho
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mnoZstvi oocytll ¢i pfimo embryi vede k navySeni poctu potomku a to je u nékterych klisen
velmi Zadany proces. K dosazeni superovulace se pouZzivaji rizné hormonalni latky jako
gonadotropin (GnRH) ¢i equinni folikulostimulaéni hormon (eFSH) a dalsi. Mira Uspésnosti je
velmi nizkd a u klisen je pozorovdna individualita reakce na jednotlivé pfipravky (Roser
a Mayers-Brown, 2012).

Hlavni problém pti superovulaci predstavuje stavba vajecniku klisen. Ten diky své
specifické anatomii neni dostatecné velky na to, aby se na ném mohlo vyvijet vice folikulQ
nardz. Folikuly potfebuji dozrat v tzv. ovulaéni jamce, kterd svym tvarem staci pro jediny
dominantni folikul (Blanchart et al, 2003). Zatim je tedy superovulace u koni vnimdana jako
neucinna (Kochan at al., 2016).

Zatim nejlépe hodnocenou latkou pro superovulaci je equinni folikulostimulaéni
hormon (eFSH). V roce 2009 doslo k vyzkumu s vyuzitim nizkych davek eFSH. Klisnam byl od
8. dne po ovulaci aplikovdn eFSH (5mg 1x denné) aZz do velikosti folikuld 35-40mm. Ovulace
byla vyvolana prostaglandinem a klisny byly inseminovany kazdych 48 hodin do dosazeni
ovulace. Nasledné byla embrya vyplachnuta 8. den od ovulace. Kontrolni skupina
nedostavala Zadné hormony. Lélena skupina oproti kontrolni méla o 50 % vysSi vyskyt
dvojitych ovulaci a jedna klisna méla dokonce trojitou ovulaci. Nicméné pocet embryi, kterd
byla vyuzitelnd pro dal$i manipulaci, se u obou skupin shodoval. Stejné tak pocty zabrezlych
klisen “prijemkyn” byl u obou skupin stejny (Araujo at al.,, 2009). Stejné jako predchozi
autofi, shoduje se Araujo at al. (2009) na tom, Ze v oblasti superovulace je stale co zkoumat

a jedna se, zatim, o nespolehlivou metodu.

3.9.4 Klisna “prijemkyné”

Jako klisny “pfijemkyné” vybirdme zdravé klisny, které maji kvalitni a pravidelné fije
a celkové lze u nich predpokladat bezproblémovy transfer embrya a ndslednou brezost
s porodem (Blanchard et al, 2003). Takto vybranou klisnu/ klisny je tfeba pred trasferem
pripravit. Klisna- prijemkyné by méla byt idedlné 5-6 dnU po ovulaci. Klisnu vysetfime jak
palpaci, tak sonograficky — dostatecny tonus délohy, co nejtésnéji uzavieny kréek, ktery

svéd¢i o dostateném mnoiZstvi progesteronu, ultrasonograficky potvrdime pritomnost
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Zlutého téliska. Pokud je klisna shledana vhodnou pro transfer, je opét dostatecné hygienicky

oSetfena a také mirné sedovana (McKinnon et al, 2011).

3.9.5 Synchronizace Fije

Spravna synchronizace fije je dllezitd pro Uspésné provedeni embryotransferu. Je
idedlni, aby klisna ovulovala 1-2 dny po klisné, ze které embrya odebirame. Je obtizné vse
pfesné nacasovat kvali individudlni délce estru u jednotlivych klisen (McKinnon, et al, 2011).
Pokud nedojde ke spravné synchronizaci a cykly obou klisen se budou rozchazet o vice jak
dva dny, embryo s nejvétsi pravdépodobnosti uhyne z ddvodu nevhodného délozniho
prostredi (Wilsher, 2011).

Nejcastéji se k synchronizaci fije pouzivd progesteron. Ten je klisndm podavan
peroralné a mda vyhodu, Ze Ize aplikovat v jakékoli fazi cyklu a Ize jej pouZit i u klisen
s nepravidelnym estralnim cyklem. Obvykle je podavan po dobu 5 dni. Po vysazeni |éCby

nastava ovulace okolo 4. dne (Greco et al, 2012).

3.9.6 Prenos embryi

Vétsina embryi ziskanych od klisen- darkyn je okamZité pouZita pro prenos do klisny
“pfijemkyné”, zde je nutné u klisen vyuzit synchronizace fije. Pfipadné lze embrya zachladit
a pouzit pro prenos po dobu 24 hodin (Squires, 2016). Neni rozdil v pfenosu cerstvého,
zachlazeného ¢i rozmrazeného embrya.

Pro pfenos embryi se vyuzivaji dvé zakladni metody: chirurgicka a nechirurgicka.
Jejich Uspésnost se uvadi okolo 70%. Chirurgicka metoda je starsSi a v dnesni dobé jeji vyuziti
klesa. Cely princip je v provedeni laparotomie (zde je nutna i lokalni anestezie), vytazeni
délozniho rohu a jeho propichnuti jehlou. Vzniklym otvorem se vlozi embryo (s malym
mnozstvim média < 250 pl). Po zavedeni se rana v déloZznim rohu nezasiva a zasiva se pouze
rana na brise klisny. JelikoZz embryo je v déloze klisny mobilni, pfipada v Uvahu ulozeni
embrya pouze do délozniho rohu.

Nechirurgickd metoda je témér totoznd s metodou inseminace (Squires, 1999).
Vyuziva se standartni inseminacni pistole Cassou (nerezova, prekryva se plastovym plastém).

Ta je k dostani pro dvé velikosti sldmek-pejet. O obsahu 0,25 ml pro embrya do 1000 um
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a 0 obsahu 0,5 ml pro embrya o velkosti nad 1000 um (McCinnon, 2011). Ta je zavedena pres
délozni kréek do délohy stejnym zplsobem jako pfi inseminaci. Embryo se opatrné uloZi do
téla délohy nebo do délozniho rohu (Squires, 1999). Cely proces by nemél trvat déle nez

2 minuty a musi se bedlivé prfedchazet zaneseni bakterii do délohy klisny (McCinnon, 2011).

3.9.7 Kryokonzervace - vitrifikace embryi

Pouze mala ¢ast ziskanych embryi je zmrazena a dlouhodobé uchovana, prestoze se
jednd o efektivni metodu uchovani embryi. Jsou zde dvé hlavni priciny, pro€ se tato moznost
pfilis nevyuziva. Prvni prekazkou je potifeba embryi mensich 300 um — tato velikost odpovida
morule Ci brzké blastocysté. Ta je tézZka detekovat a spravné nacasovat vyplach délohy klisny.
Dlavodem proc je potfeba mrazit takto mald embrya je, Ze po mnoha vyzkumech, pouze za
pouziti takto malych embryi dochazi k dobrému zabrezavani a celkové velmi dobre snasi
proces zmrazeni a rozmrazeni. Dal$im dlvodem je nedostatek vhodnych embryi ke zmrazeni,
¢i celkové nedostatek embryi, jelikoz vétSina je ihned prenesena nebo schlazena. Vyhodou je
dostatek casu pro pfipravu klisny, kterd embryo pfijme ¢i jejich pfevoz z mista odbéru
(Squires,2016).

Dlvodem proc¢ nelze mrazit embrya vétsi nez 300 um je tvorba blastocoelu, prvotni
dutiny, kterd je vyplnéna tekutinou. Dlouhodobé se predpokladalo, Ze jeji naruseni vede
k usmrceni embrya. Posledni vysledky studii dosSly k moZnosti mikromanipulace vrtaku
a naruSeni této dutiny. Po zhrouceni blastocysty ndsleduje vitrifikace embrya. To vedlo ke
krajni moznosti kryokonzervovat embrya do velikosti 650 pum. Jednd se o naro¢nou a drahou
metodu (Hinrichs a Choi, 2016).

Kryokonzervace embryi je odliSnd od kryokonzervace spermatu. Pokud bylo
aplikované pomalé schlazovani podobné jako u spermatu, dochdzelo k rozpadu celych
embryi, jednotlivé buniky nepodléhaly degradaci v takové mire jako je tomu u druhé metody
vitrifikace. Vitrifikace, rychlé zmrazeni embrya kapkou tekutého dusiku, je mnohem
buriky uvnitf embrya jsou poskozeny vice nez u pomalého mrazeni, ale celkova prezitelnost

embrya je u vitrifikace vyssi (Hendriks et al, 2015). Médium, které se pouZziva pro vitrifikaci
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se sklada predevsim z ethylenglykolu, galaktézy a sachardzy. V celém procesu vitrifikace je

dllezité, aby nevznikly Zadné krystalky (Hinrichs, 2012).

3.10 Manipulace s oocyty

Neni vSak nutné vyplachovat jiz vzniklé embryo. Jednou z mozZnosti je ziskani pouze
oocytll. Tento postup lze vyuZit nejen u Zivych ddrcovskych klisen, ale také z vajecnikd klisen,

které nedavno zemrely (Leemans, 2012).

3.10.1 Odbér oocyti

Odbér oocytld (OPU- oocyte-pick-up) z Zivych klisen se provadi vyplachnutim oocytl
z folikul(l a to transvaginalné nebo transabdominalné — pres bfisni sténu (Leemans,2012).
Folikularni vpichy vedené transvaginadlnim ultrazvukem jsou Siroce pouZivany u klisen pro
diagnostiku, vyzkum a aplikaci. Po sedaci klisny jsou folikuly z obou vajecnikd odsaty jehlou
zavedenou pres vagindlni zed do vaje¢niku (Diego, 2016). Posmrtné oocyty je mozno ziskat
vySkrabnutim folikuld (Leemans,2012). Nezralé oocyty ndasledné dozravaji in vitro
(Hinrichs,2013).

Po dozrani oocytl mohou byt vajicka oplodnéna in vitro nebo mohou byt vpravena
do vejcovodu klisny “pfijemkyné” k oplodnéni (in vivo). Vzhledem k tomu, Ze konvencni in
vitro fertilizace (IVF), je u koni neuspésnd, provadi se intracytoplazmatickd injekce spermie
(ICSI). Po ICSI mohou byt oplodnéné oocyty zavedeny do vejcovodu klisny “pfijemkyné”,
ktera ma synchronizovany estralni cyklus nebo se dale kultivuji in vitro az do stadia
blastocysty. Nasledné ziskané blastocysty jsou preneseny do délohy klisny “prijemkyné”

(Leemans,2012).

3.10.2 Intracytoplazmaticka injekce spermie (ICSI)

Efektivni metody pro odbér oocytl z Zivych klisen pfinesly klinicky zajem o metodu

oplodnéni in vitro (IVF). Konvenéni metoda IVF, jak je pouzivana u skotu, se ukazala u koni
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jako neucinna. Z tohoto divodu byla vyvinuta efektivnéjsi metoda pro vytvoreni zygoty
u koni - intracytoplazmaticka injekce spermie (ICSI) (Alm, 2010).

Za ICS| povazujeme metodu, kdy je vybrana jedna spermie a ta je vpravena pfimo do
zralého vajicka vstfikovacim Piezo systémem (Alm, 2010). Pfed aplikaci je potfeba provést
kapacitaci spermie, nejlepsi ucinky ma calcium inophorum (Del Campo et al, 1990). Vznikla
zygota zraje do embrya v laboratornim prostredi (in vitro) a poté je vpravena do délohy (i

délozniho rohu pfipravené klisny (Alm, 2010).

Obr. 12 ICSI - vpraveni spermie do oocytu

3.11 Sexace spermii

Mezi chovateli se stdva stale vice popularni sexace spermii, ta umoznuje (i kdyZ ne na
100%) predem urcit pohlavi hfibéte (Cuervo- Arango, 2015).

Sexovani spermii u koni se provadi za pouziti pritokové cytometrie tfidénim bunék
na zakladé v nich obsazené DNA a jejimi kvantitavnimi rozdily mezi chromozomem X aY. Se
souCasnymi technologiemi sexace spermii je nemoiné pouzivat inseminacni davku
o normalnim objemu spermatu, proto je ktomu vyuzivdna davka s nizkym obsahem
spermatu. JelikoZ je pfi inseminaci zmrazenym sexovanym spermatem, se snizenou davkou
dosahovdano malého poctu zabreznuti a dochazi i k potratim, je casto volena metoda
introcytoplazmatické injekce, pfi ni bylo dosazeno nizkého poctu délicich se vajicek, oviem
u vétsiny z nich pokracoval normalni vyvoj a narodila se normalni hiibata (Galli, 2013).

| pfi vyuZiti sexovaného spermatu je na misté provést 60.-70. den sonografii
a potvrdit bfezost a poZadované pohlavi. Pohlavi se v tomto stadiu vyvoje urci podle polohy
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zatimco u samcl je blizko pupecni $ndry (Cuervo-Arango, 2015).

3.12 Klonovani koni

Klonovani, nebo také prenos nukleonového jddra — NT, je metodou asistované
reprodukce, kterd ma za cil predevsim udrzet genetické hodnoty. PrestoZe Uspésnost této
metody je nizka, zdjem o ni pomalu roste (Olivera et al, 2016). Zaroven vystdvaji otazky, zda
je spravné takto mnotzit koné, pripadné je dale vyuzivat ve sportu apod. V Evropskych zemich
je zvlasté Ddansko a Spojené Krdlovstvi proti klonovani jako takovému, zatimco ve svété,
zvlasté Severni i Jizni Americe, je teto metoda pfijimdna velmi oteviené. V Evropé se poprvé
vroce 2012 zapsali 3 koné vznikli klonovanim, jako reakci na to musela FEI (jezdeckd
federace) umoznit vstup takovychto koni na sportovni soutéze (Allen et al, 2016).

Klonovani htibat se provadi nejcastéji metodou prenosu jader. Pro tento postup je
potfeba mit oocyt od jedné klisny a somatickou bunku od klisny druhé, jejiz geneticky
materidl chceme klonovat. Oocyt je potfena enukleovat, zbavit veskerého genetického
materidlu — jadra, autor uvadi i polarniho téliska. Ze somatické burky druhé klisny se
provede transfer jadra do enukleovaného oocytu. Aby doslo k fuzi jddra a oocytu, vyuZivaji
se elektrické impulsy, které destabilizuji bunéénou membranu a dojde ke splynuti bunék
a aktivaci. Oocyt se nasledné vyviji vembryo, které je preneseno embryotransferem do
klisny pro dalsi vyvoj (Wonyou et al, 2015).

Metoda pfenosu jader nabizi mnoho vyhod. NejenZe lze takto produkovat velké
mnozstvi potomkd po jednom jedinci (na rozdil naptiklad od Stépeni embrya), ale také lze
ziskavat potomky od neplodnych jedinc(, coz se tyka také valachl a takto vznikli jedinci jsou
dale plodni. Nevyhodou je samoziejmé vysoka finanéni naroénost. Uspésnost, tedy narozeni

Zivého potomka, se uvadi 10-15 % (Keefer, 2015).
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4 Zaveér

V dnesni dobé maiji chovatelé koni Siroké moznosti v reprodukci. Kazdy si mize vybrat
nejvhodnéjsi metodu. Pfirozené pripousténi pomalu ustupuje novym metodam. Mezi
nejpouzivanéjsi patfi uméld inseminace, dosahuje velmi dobré UspéSnosti v zabrezavani
a nabizi mnoho vyhod. At se jedna o inseminaci chlazenou ¢i mrazenou davkou, majitel maze
vybirat z SirSi nabidky hiebcl, inseminacni davky jsou vyradbény z vySetfeného spermatu,
tedy klesa riziko pfenosu nemoci. Klisna nemusi byt transportovdna a odpada s tim spojeny
stres i naklady. Otevira se také mozZnost pouzit hfebce, ktery by byl jinak nedostupny kvali
vzddlenosti. Pro majitele hfebcl vytvori z jedné davky spermatu vice inseminacnich davek,
v této souvislosti je snaha rozsifit vyuziti tzv. inseminacni davky s nizkou davkou spermatu.
Ta ddva mozZnost vytvofit inseminacni davky az se 100x mensim poctem spermii, nez je tomu
u béinych davek. Vétsiho poctu vyuZiti dosahuje i embryotransfer. Zde neni tak vysoka
Uspésnost, presto se jednd o jedine¢nou moznost jak umoznit reprodukci i klisndm, které
nemohou odnosit vlastni hiibé. V souvislosti s embryotrasferem se vyviji i dozrdvani oocytl
v laboratornim prostredi, toho je vyuzito napf. u klisen, které v nedavné dobé zemrely nebo
maji problémy se zabreznutim. Embryotransfer ma pres své vyhody i mnoho nevyhod. Jednd
se o nakladnou metodu at z hlediska vybaveni a personalu, tak z divodu potfeby kvalitnich
klisen, které slouzi jako pfijemkyné embryi. Problémem u koni je superovulace, ktera je
z dlivodu anatomie vajecnik(l tézko realizovatelna. V reprodukci koni se okrajové vyuziva
i klonovani. Naro¢nost klonovani je opravdu vysoka, dava vsak moznost reprodukovat i koné
(v presné genetické kopii), ktefi by jinak neméli moznost se mnozit, napf. valasi. V reprodukci
koni je moznost produkce sexovanych spermii, kde jsou oddéleny spermie nesouci samci
a sami¢i chromozom. Lze potom oplodnit vajicko a pfedem znat pohlavi plodu. Metod se
nabizi mnoho a kazda z nich ma své vyhody i nevyhody, je proto na majitelich klisen, kterd

metoda je pro né i pro jejich klisny nejvhodnéjsi.
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